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Beschreibung 

Die Erfindung betrlfft ein neues Fusionsprotein, abgeleitet von Furin oder einem Furinanalogon, sowie ein Verfah- 
ren zur HersteHung von Proteinen aus Pro-Proteinen durch das Fusionsprotein, insbesondere von von Willebrand- 

s Faktor aus pro-von Willebrand-Faktor. 

Furin. auch PACE genannt, gehort neben PACE4, PC1/PC3, PC2, PC4 und PC5/PC6 zur Gruppe der Subtilisin- 
ahnlichen Serin-Proteasen, die eine wichtige Rolle bei der Spaltung von Pro-Proteinen, speziell im sekretorlschen 
Syntheseweg, spielen (Van de Ven et al., Crit. Rev. Oncogen., 4:115-136, 1993). Pro-Proteine warden post-translato- 
risch, intrazellular im Golgi-Apparat durch die endogene Protease in ihre reife Form prozessiert. Die Protease-Spalt- 

10 stelle weist eine Erkennungssequenz auf, die durch die Aminosauresequenz Arg-X-Lys/Arg-Arg gekennzeichnet ist. 
Die Protease Furin spaltet Pro-Proteine spezifisch nach dieser Konsensus-Sequenz (Hosaka et al., J.Biol.Chem. 266: 
12127-12130, 1991). 

Die DNA- und Aminosauresequenz des humanen und des murinen Furlns, sowie weitere Proteine mit Subtilisin- 

ahnlicher Proteasefunktion sind aufgeklart (Roebroek et al., Mol. Biol. Rep. 11 : 117-125, 1986, Roebroek et al., EMBO 
IS J. 5:2197-2202, 1985, Barr et al., DNA Cell Biol. 10:319-328.1991, Van den Ouweland et al.. Nucleic Acids Res. 17: 

7101-7102, 1989, Van den Ouweland et al., Nucleic Acids Res. 18:664, 1990, Smeekens et al. 1990, J. Biol. Ghem. 

265:2997-3000; Smeekens et all 991 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88; 340-344; Kiefer et al 1 991 , DNA Cell. Bio. 1 0: 

757; Nakayama et al 1992, J. Bio. Chem. 267:5897-5900, Hatsuzawa et al. 1990. J. Biol. Ghem. 265:22075-22078). 

Das humane fur-Gen kodiert fur ein Protein bestehend aus 794 Aminosauren, wobei einzelnen, charakteristischen 
20 Bereichen bestimmte Funktionen zugeordnet werden konnen: ein katalylisches Zentrum, eine Mitteldomane, eine Cy- 

stein-reiche Region, eine transmembrane und eine cytoplasmatische Domane (\^n de Ven et al., Crit. Rev. Oncogen., 

4:115-136, 1993). 

Intaktes Furin wird in das Membransystem des Golgi-Apparates eingebaut und Ist dort funktionell aktiv (Bresnahan 
et al., J. Cell Biol. 111:2851-2859, 1990). Eine trunkierte Form des Oberexprimierten nativen Furins von 75-80 kD 
25 konnte im Zelluberstand als sezerniertes Protein detektiert werden (Wise et al., Proc, Natl. Acad. Sci. USA 87: 
9378-9382, 1990). Dieses naturlich sekretierte Furin ist als "shed furin" bekannt (Vidricaire et al., Biochem. Blophys. 
Res. Comm. 195:1011-1018, 1993) und wIrd N-termlnal des transmembranen Tells gespalten (Vey et al. J. Cell Biol. 
127:1829-1842, 1994). 

Gentechnisch verkurztes Furin, beidem der kodierende Teil der transmembranen undcytoplasmatlschen Domane 

30 deletiert ist, kann ebenfalls exprimiert und entsprechend sezerniert werden. Solche N-terminalen Deletionen wurden 
fur Aminosauren A714-794 (Leduc et al. J. Biol. Chem. 267:14304-14308. 1992, Molloy et al. J. Biol. Chem. 267: 
16396-16402, 1992) und fur Aminosauren A716-794 ("Sol-PACE") erstellt (Wasley et al. 1993. J. Biol. Chem. 268: 
8458-8465, Rehemtulla et al. Blood 79:2349-2355, 1992) und fur Aminosaure A705-794 (Hatsuzawa et al. 1992. J. 
Biol. Chem. 267: 16094-16099) beschrieben. 

3S Furinmutanten, die zusatzlich eine Deletion der cysteinreichen Region aufweisen wurden ebenfalls beschrieben 

(Hatsuzawa et al. 1992. J. Biochem. 101:296-301. Creemers et al. 1993. J, Biol. Chem. 268:21826-21834), 

Die endoproteolytische Aktivitat von Furin und seine Selektivitat fur basische Aminosauren wurde erstmals in 
Experlmenten mit pro-von Willebrand-Faktor (pro-vWF) f estgestellt. Pro-vWF besteht aus einem Propolypeptid mit 741 
Aminosauren und maturem von Willebrand-Faktor (vWF) mit 2050 Aminosauren (Verweij et al., EMBO J. 5:1 839-1 847, 

40 1986). Die Freisetzung von maturem vWF aus pro-vWF resultiert aus einer proteolytischen Spaltung nach Arg763. 
Transfektlon von pro-vWF cDNA in eukaryotischen Expresslonsvektoren fuhrt zur Produktlon von aquimolaren Mengen 
des 360 kD pro-vWF und des 260 kD reifen vWF im Zellkulturuberstand. vWF wird in seine reife Form in transflzierten 
Zellen vermutlich durch endogen vorkommendes Furin prozessiert (Wise et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 
9378-9382, 1990, Van de Ven etal.. Mol. Biol. Rep. 14:265-275, 1990). 

45 zu den weiteren Pro-Proteinen, die von Furin, bzw. von Subtilisin-ahnlichen Enzymen gespalten werden, gehoren 

eine Reihe von Hormonen und Wachstumsfaktoren (z.B. Proaktivin A, Hepatozyten-Wachstumsfaktor), Plasmaprotel- 
nen (Albumin, Faktor VII, Faktor IX, Faktor X), Rezeptoren (Insulin-Prorezeptor), viralen Proteinen (z. B. HIV-1 gp160. 
Influenza Virus Hamagglutlnin) sowie bakteriellen Proteinen (Diphterie-Toxin, Anthrax-Toxin) (Decroly et al., J. Biol. 
Chem. 269:12240-12247, 1994, Stieneke-Grober etal., EMBO J. 11:2407-2414, 1992, Barr, Cell 66:1-3, 1991, Wasley 

so etal., J. Biol. Chem. 268:8458-8465, 1993. Klimpel etal., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10277-1 0281, 1992, Tsuneoka 
etal., J. Biol. Chem. 268:26461-26465, 1993, Bresnahan et al., J. Cell Biol. 111:2851-2859, 1990, Hosaka et al., J. 
Biol. Chem. 266:12127^12130, 1991, Vey et al. J. Cell. Biol. 127: 1829-1842. 1994). 

Durch Koexpression der fur intaktes Furin und fur ein Pro-Protein kodierenden Nukleinsauresequenzen in euka- 
ryotischen Zellkulturen wurde eine erhohte Prozessierung der Pro-Proteine in vivo erreicht. Dies wurde zum Beispiel 

ss fur pro-Faktor IX (Wasley et al., J. Biol. Chem. 268:8458-8465, 1993) und pro-vWF (WO 91/06314, Van de Ven et al. 
Mol. Bio. Rep. 14:265-275, 1990, Rehemtulla el al., Blood 79:2349-2355, 1992) gezeigt. 

Neben der Koexpression von intaktem Furin mit Pro-Proteinen gibt es ebenfalls Ansatze, trunkiertes Furin mit Pro- 
Proteinen gemeinsam zu exprimieren. Deletiertes Furin ist bei Koexpression in vivo enzymatisch aktiv und wird sezer- 
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niert; die enzymatische Aktivitat solcher Deletionsmutanten konnte unter anderem bei der Prozessierung von pro- 
Faktor IX (Wasley et al.. J. Biol. Chem. 268:8458-8465. 1993) und pro-vWF (Rehemlulla et al.. Blood 79: 2349-2355, 
1992) nachgewiesen werden. Koexpressionsexperimente mit Furin-Deletionsmutanten zeigten. daB der transmem- 
brane und der cytoplasmatlsche Teil des Proteins fur die katalytische Funktion nicht wesentlich sind (Rehemtulfa et 
5 al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8235-8239, 1992). 

WO 91/06314 off enbart die rekombinante Expression von Furin in prokaryotischen und eukaryotischen Zellen. die 
Herstellung von Furin-Fusionsproteinen, -Deletbnsmutanten und -Fragmenten, die Reinigung von rekombinant her- 
gestelltem Furin, sowie die mogliche Verwendung von gereinigtem Furin fur die Prozessierung von Pro-Proteinen in 
vitro im allgemeinen. 

10 WO 92/09698 beschreibt die Expression von PACE (Furin), die Koexpression mit inaktiven Vorstufen von Proteinen 

wie z. B. pro-vWF, sowie die Herstellung von Fusionsproteinen. Zur Anreicherung von PACE wird dabei vorgeschlagen, 
sekretionsfahiges PACE uber konventionelle Methoden zu isolieren. 

Stieneke-Grober et al. (EMBO J. 11:2407-2414, 1992) beschreiben die in vitro-Spaltung von Influenza-Virus-HA- 
Protein durch gereinigtes Furin. Decroly et al. (J. Bbl. Chem. 269: 12240-12247, 1994) beschreiben die in vitro-Spal- 

15 tung von HIV gp160 durch Furin. 

Bei Versuchen mit C-terminal verkurztem Furin konnte in vitro die Spaltung von Prealbumin und Komplement Pro- 
C3 (Oda et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 189:1353-1361, 1992), Anthrax-Toxin (Klimpel et al. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 89:10277-10281, 1992), Diphtherie-Toxin (Tsuneoka et al., J. Biol. Chem. 268: 26461-26465, 1993) 
und pro-Faktor IX (Wasley et at. J. Biol. Chem. 268: 8458-8468, 1993, Bristol et al.. Biochemistry 33: 14136-14143, 

20 1994) erfolgreich durchgefuhrl werden. 

In vitro-Prozessierung von pro-vWF durch Furin konnte bisher nicht gezeigt werden. Rehemtulla et al. (Blood 79: 
2349-2355, 1992 und Proc. Natl. Acad, Sci. USA 89:8235-8239, 1992) beschreiben, da3 durch Mischen von Uber- 
standen von Zellen, transfiziert mit pro-vWF bzw. deletiertem Furin ("PACE SOL'), pro-vWF nteht zu vWF prozessiert 
wird. Im Gegensatz dazu konnten mittels gereinigtem "PACE SOL" in vitro sowohl synthetische Substrate (Rehemtulla 

25 et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:8235-8239, 1992), als auch pro-Faktor IX (Bristol et al.. Biochemistry 33: 
14136-14143, 1994) gespalten werden. Fur pro-vWF wurde waiters wiederholt postuliert, da8 er in vitro durch trun- 
kiertes Furin nicht in seine reife Form prozessiert wird (Rehemtulla et at., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:8235-8239, 
^ 1992 und Blood 79:2349-2355, 1992), wahrend unter analogen Bedingungen Faktor IX gespalten wird (Wasley et al. 
1993. J. Biol. Chem. 268:8458-8465). 

30 Um bei der rekombinanten Herstellung von Proteinen aus Pro-Proteinen hohe Ausbeuten an vollstandig prozes- 

sierten Proteinen zu erhalten. wurde es gema8 dem Stand der Technik als notwendig angesehen, eine genugend 
gro8e Menge an Furin zu exprimieren und zu isolieren, Oder das Pro-Protein und Furin zu koexprimieren. 

Bei der rekombinanten Expression von Furin alleine. aber auch bei der Koexpression von Furin mit einem Pro- 
Protein im groBtechnischen Ansatz in Zellkultur tritt allerdings das Problem aut, daB eine hohe Expression der Protease 

35 toxisch fur die Zellen ist (Creemers 1 994), wodurch nur eine geringe Ausbeute an Furin und an reif em Protein moglich 
wird. So konnte in Koexpressionsstudien gezeigt werden, daB Zellklone, die Furin hoch exprimieren und das Pro- 
Protein effizient prozessieren, zu weitaus geringeren Zelldichten wachsen im Vergleich zu Zellen, die ketn Furin ex- 
primieren. Daraus resultiert eine schlechtere Gesamtausbeute an prozessiertem Protein. Um eine hohe Ausbeute an 
reifem Protein zu erhalten, muB daher eine sehr lange Kultivierungszeit in Kauf genommen werden; der Bedarf an 

^0 KultivierungsgefaBen und -geraten ist dadurch groB, was in der Folge auch erhohte Kontaminationsprobleme mit sich 
bringen kann. 

Bisher konnten nach rekombinanter Expression Furin Oder Furinderivate nur immunologisch im Westernblot de- 
tektiert werden (Molloy et al. 1994. EMBO J. 13:18-33). Versuche, Furin Oder Furinderivate hoch zu exprimieren, ge- 
langen bisher nur im Baculovirus-Expressionssystem, wobei eine 20-30fach hohere Expression als in transfizierten 

45 Saugerzellen postuliert wurde (Bravo et aL, 1994,. J. Biol. Chem. 269:25830-25837). Allerdings ist, trotz der relativ 
hohen Ausbeute an Furin im Vergleich zu anderen Zellsystemen, das Wachstum dieservirusinfizierten Zellen aufgrund 
der Zellyse als Folge der Virusvermehrung beschrankt. Eine gute Expression, sowie die Isolierung und Reinigung von 
Furin Oder Furinderivaten, stellt fur den immer breiter werdenden Anwendungsbereich von Furin bzw. von Furinderi- 
vaten z.B. bei der rekombinanten Herstellung von furin-prozessierten Proteinen aus Pro-Proteinen, eine groBe Bedeu- 

50 tung und Notwendlgkeit dar. 

Da eine Uberexpression der Protease das Wachstum von kontinuierlich wachsenden Zellkulturen negativ beein- 
fluBt, wurden Losungsansatze gesucht, um den toxischen EinfluB von Furin auf die Zellen zu reduzieren. Weiter besteht 
ein Bedarf nach einem verbesserten Verfahren zur Prozessierung von furin-aktivierten Proteinen aus Pro-Proteinen, 
insbesondere fur die groBtechnlsche Herstellung von rekombinanten Blutfaktoren, wie etwa pro-vWF. 

55 Das Ziel der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung von Furin oder einem Furinderivat aus 

einer kontinuieriich wachsenden, rekombinanten Zellkultur unter Aufrechterhaltung der enzymatischen Aktivitat des 
Furins Oder Furinderivats zur Verfugung zu stellen, ohne daB die Zellkultur wesentlichen Schaden durch die erhohte 
proteolytische Aktivitat nimmt. 
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Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erflndung besteht darin, ein verbessertes Verfahren zur furin-abhangigen pro- 
teolytischen Spaltung von Pro-Proteinen zu Proteinen. insbesondere ein neues Verfahren zur Prozessierung von pro- 
ven Willebrand-Faktor zu reifem, aktivem von Willebrand-Faktor, zur Verfugung zu stellen. 

Diese Aufgaben warden erfindungsgemaB gelost durch ZurverfOgungstellung von neuen Fusionsproteinen, die 

s BUS einem Furinderivat Oder einem Derivat eines Furinanalogen, fusioniert mit einer heterologen Sequenz, welche zur 
Adsorption des Furins an einen fasten Trager befahigt. bestehen, bel dem gegebenenfalls der C-terminale Bereich 
durch Deletion entfernt ist und durch eine heterologe Sequenz ersetzt ist. 

Die erfindungsgema3en Furin- oder Furinanalogen unnfassen eine heterologe Sequenz, wie etwa ein heterologes 
Protein, Polypeptid oder funktionell aktives Peptid, insbesondere ein Affinitatspeptid. ErfindungsgemaB Ist die hetero- 

10 loge Sequenz so ausgewahit, daB sle eine hohe Affinitat oder eine spezifische Bindungseigenschaft fur eine funktionelle 
Gruppe eines Tragers besitzt, Das heterologe Protein oder Polypeptid sollte dabei ein immunologlsch gut charakteri- 
slertes Protein sein, gegen das beispielsweise Antikorper zur Kopplung an einen festen Trager zur Verfugung stehen. 
ErfindungsgemaB kann die Adsorptbnan den festen Trager z.B. durch kovalente Bindung oder uber Affinitat erfolgen. 
Die Proteine oder Polypeptide konnen dabei abgeleitet sein von z.B. B-Galaktosidase. c-myc*Produkt, Glutathion S- 

IS Transferase, Avidin und die Lysin-bindende Kringeldomane von Plasmaproteinen, wie z.B. von Plasminogen (Evan et 
al. Mol. Cell. Biol. 5: 3610-3616, 1985; Duijhoven et al., Hybridoma 11:71-86, 1992). Die funktionell aktiven Peptide, 
welche in der heterologen Sequenz liegen, konnen aus einer Anreihung von mehreren, gleichen oder verschiedenen 
Amlnosauren bestehen. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungstorm der vorliegenden Erfindung betrifft ein Fusionsprotein, dessen heterologer Se- 
20 quenzanteil ein Peptid, das mit einem festen Trager eine kovalente Bindung eingehen kann, oder ein Poly-Histidin, 
das eine hohe Affinitat insbesondere zu Schwermetaltionen oder spezifischen anti-Poly-Histidin-Antikorpem besitzt. 
umfaBt. 

Durch die C-terminale Deletion der cytoplasmatischen und transmembranen Region wird losliches Furin oder Fu- 
rinanaloges exprimiert, das aus den rekombinanten Zellen sekretiert wird. Gegebenenfalls kann bei dem Furinderivat 

25 Oder dem Derivat des Analogons zusatzlich die Cystein-reiche Region deletiert sein. Die enzymatische Aktivitat des 
deletierten Proteins ist erfindungsgemaB im Vergleich zum kompletten Protein im wesentlichen unverandert. 

Unter einem Derivat eines Furinanalogen wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung jedes Furin-ahnliche Protein 
verstanden, das gfeiche oder ahnliche biologische Aktivitat wie Furin aufweist oder Sequenzhomologie zu Furin besitzt. 
Dies gilt in erster Linie fur das mit Furin idente PACE, aber auch PACE4, PC1/PC3, PC2 und PC4 sind in die voriiegende 

30 Erfindung miteingeschlossen. 

Es sollen aber auch alie weiteren durch Insertion. Deletion oder Austausch von Aminosauren bzw. Nukleotiden 
aus Furin bzw. dem Furinanalogen generierten Proteine bzw. Nukleinsauren. welche Furin-ahnliche biologische Akti- 
vitat haben, in den Rahmen der voriiegenden Erfindung fallen. 

Fusionsproteine, bestehendaus einem deletierten Furinanteil und einer heterologen Sequenz, sind zwar im Stand 

35 der Technik beschrieben, diese bekannten Fusionsproteine eignen sich jedoch nicht zur Losung der erfindungsgema- 
Ben Aufgabe. Sooffenbaren Duijhoven etal. (Hybridoma 11:71-86, 1992) N-terminale Furin-deletionsmutanten fusio- 
niert mit Glutathion S-Transferase. Ebenso wurde die Pre-Pro-Sequenz von PACE(Furin) an den N-Terminus der leich- 
ten Kette der bovinen Enterokinase fusioniert (LaVallie et al. J. Biol. Chem. 268:2331 1 -2331 7, 1 993). Fusionsproteine 
enthaltend ein sogenanntes FLAG EpItop-^Tag", inseriert an das N-temiinale Ende des katalytischen Zentrums des 

40 Furins nach Aminosaure Arg107, sowie murine Furinmutanten, bei denen der transmembrane und cytoplasmatische 
Bereich C-terminal nach Aminosaure 704 deletiert und durch ein Antikorper-Epitop des HSV Glykoproteins D ersetzt 
wurde, wurden ebenfails beschrieben (Molloy et al. EMBO J. 13: 18-33. 1994; Matthews et ai. Protein Science 3: 
1 1 97-1 205, 1 994). Diese Furinderivate wurden fur die Detektlon von Furin wahrend seiner Reif ung und Prozessierung 
im Golgi-Apparat oder zur Detektion von f urinhaltigen Zellkulturuberstanden mittels Immunblot eingesetzt und sind zur 

45 biotechnologischen Anwendung fur die Zwecke der voriiegenden Erfindung, insbesondere zur Spaltung von pro-vWF 
in vWF, in vitro ungeeignet. Solche Furinderivate sollen daher nicht in den Rahmen der vorliegenden Erfindung fallen. 

GemaB einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht das Fusionsprotein aus einem Furin-Deri- 
vat, dessen C-terminale cytoplasmatische und transmembrane Domane und gegebenenfalls Cystein-reiche Region 
deletiert und durch ein Affinitatspeptid ersetzt worden ist. Dabei wurde ein Furinderivat oder ein Derivat eines Furi- 

so nanalogons mit einem funktionellen Peptid, insbesondere aus mehreren Histidin-Resten, vorzugsweise aus 3 bis 20 
Histidin-Resten, besonders bevorzugt aus 6 bis 1 5 auf einander f olgenden Histidin-Resten, fusioniert. Die Verwendung 
von C-terminal an ein Protein fusionierten Affinitatspeptlden in Form von Poly-Hlstidin-Resten (sogenanntes "His-Tag") 
zur Reinigung und/ oder zu Funktlonsstudien von Proteinen wurde beschrieben (Janknecht et al., Proc. Natl. Acad. 
Scl. USA 88:8972-8976, 1 991 , Hoffmann et al., Nucleic Acids Res 1 9:6337-6338, 1 991 . EP 0 282 042). 

ss In einer bevorzugten AustOhrungsform der voriiegenden Erfindung wurde ein Furinderivat mit deletierter cytoplas- 

matlscher und transmembraner Region mit einem Peptid aus mehreren Histidin-Resten fusioniert. GemaB einer be- 
sonderen Ausfuhrungstorm ist Furin derart modifizierl, daB die fur den transmembranen und cytoplasmatischen Teil 
kodierenden Sequenzen (Aminosaure 708 bis 794) deletiert (rFurinATM) und nach der Aminosaure 707 die kodierende 
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Sequenz fur sechs Histidin-Reste angehangt werden. Das so erhaltene Fusionsprotein wurde mit rFurinATM-His be- 
zeichnet. 

Eine weltere Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft ein Fusionsprotein. bei dem ein Furinderivat Oder Derivat eines 
Furinanalogons mit deletiertem transmembranen und cytoplasmatischen Teil sowie der Cystein-reichen Region mit 
5 einem Affinitatspeptid aus mehreren Histidin-Resten fusioniert wurde. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wurde ein Furinderivat, bei dem neben der transmembranen und cytoplas- 
matischen Domane die Cystein-reiche Region nach Aminosaure 585 deletiert war, mit sechs Histidin-Resten fusioniert. 
Dieses Fusionsprotein wurde mit rFurinACys-His bezeichnet. 

Die Fusion eines Furinderivats oder eines Derivats eines Furinanalogons mit einer heterologen Sequenz soli ge- 
10 ma3 der vorliegenden Erfindung so ausgefuhrt sein, daQ die katalytische Funktion des Furins oder Furinanalogen im 
wesentlichen nicht beeintrachtigt wird. 

Gema(3 einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung wird daherzwischen die Sequenz des Furinderivats 
Oder eines Derivat eines Furinanalogons und die heterologe Sequenz ein kurzer Peptid-Spacer inseriert, um das ka- 
talytische Zentrum des Furinderivats sterisch nicht zu behindem. 
^5 Dies ist insbesondere dann von Vorteil, wenn eine direkte Fusion der Cystein-reichen Region des Furinderivats 

mit einem Peptid die enzymatische Aktivitat des Furinderivats beeintrachtigt, die Kopplung an den Trager durch che- 
mische oder sterische Wechselwirkungen behindert oder mit einer effizienten Prozessierung des Pro-Proteins inter- 
feriert. Dieser kurze Peptid-Spacer, der vorzugsweise aus 5 bis 1 5 Aminosauren besteht, Ist Im speziellen aus kleinen, 
flexiblen Aminosauren, wie Alanin oder Glycin, zusammengesetzt. In einer besonderen AusfOhrungstorm wird zwi- 
20 schen die Furin-kodierende Sequenz und die heterologe Sequenz von 6 Histidin-Resten ein Spacer bestehend aus 
Ala-Ala-Gly-Gly-Ala-Ala inseriert. Die so entstandenen Fusionsproteine wurden mit rFurinATM-Spacer-His und rFu- 
rinACys-Spacer-His bezeichnet. 

Das erfindungsgema3e Fusionsprotein weist uber seinen Protein-, Polypeptide oder Peptidanteil spezifische Bin- 
dungseigenschaften zu einem festen Trager aul. Als teste Trager konnen dabei Trager mit (Schwer)Metallionen, wie 
2S etwa Ni2+, Co2+,Mg2+, L\^+ oder mit Antikorpern eingesetzt werden. 

GemaB einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung wird das Fusionsprotein durch seine Bindung an 
den festen Trager immobilisiert. Bevorzugterweise wird das erfindungsgemaGe Fusionsprotein mit einem heterologen 
Sequenzanteil bestehend aus mehreren Histidin-Resten aufgrund dessen Affinitat zu (Schwer)-Metallionen, insbeson- 
dere 2U Ni2+, Oder zu speziflschen anti-Poly-Histidin-Antikorpern, gebunden. 
30 In einer besonderen Ausfuhrungsform werden die Konstrukte rFurinATM-His, rFurinACys-His, rFurinATM-Spacer- 

His und rFurinACys-Spacer-His uber ihre Affinitat zu N|2+-lonen. oder zu einem Antikorperan den Trager gebunden. 
Der teste Trager kann gemafB der vorliegenden Erfindung als Matrix zur Verfugung gestellt werden. Die Bindung an 
die f^atrix erfolgt dabei uber die affinen Gruppen des festen Tragers, so da3 das Fusionsprotein frei zuganglich ist. 
Dies ist* insbesondere dann von Vorteil, wenn das an den Trager immobilisierte Fusionsprotein fur die proteolytische 
3S Spaltung von Pro-Proteinen eingesetzt wird und dieser ProzeB gebunden an einer Matrix erfolgt. 

Als Matrix, an der der Affinitatstrager adsorbiert, konnen naturliche und synthetische Matrices, wie Sepharose, 
Agarose, Gelatine, Acrylate etc. verwendet werden. Die teste Matrix tragt je nach Versuchsansatz eine funktionelle 
Gruppe, die den Trager spezifisch binden kann. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die rekombinante DNA kodierend fur die erfindungsgema- 
40 Ben Fusionsproteine. 

Zur Konstrukion der Fusionsproteine wird die kodierende Nukleotldsequenz von Furin oder einem Furinanalogen 
derart modlfiziert, da3 die kodierende Sequenz fur den cytoplasmatischen und transmembranen Bereich, und gege- 
gebenenfallsfurdie Cystein-reiche Region deletiert wird (Van der Ven etal. 1993. Crit.Rev. Oncogen 4:115-136). Dies 
erfolgt durch aus dem Stand der Technik bekannte gentechnische Methoden, wie spezifischen Restriktionsverdau mit 

45 Endonukleasen, Ligation oder PCR. Die so hergestellten Deletionsmutanten werden dann mit einer heterologen Se- 
quenz ebenlalls uber bekannte Techniken, fusioniert. 

Die erfindungsgema3en Fusionsproteine konnen ebenfalls durch chemische Synthese hergestellt werden. 
Die Fusionsproteine werden vorzugsweise durch rekombinante Expression hergestellt. Die gentechnische Her- 
stellung kann mit alien gangigen eukaryontischen Expressionsystemen, wie z.B. permanenten Zellinien oder viralen 

50 Expressionssystemen, erfolgen. Die permanenten Zellinien werden hergestellt durch stabile Integration der Fremd- 
DNA in das Wirtszellchromosom z.B. Vero, MRC5, CHO, BHK, 293, Sk-HepI, insbesondere Leber- und Nierenzellen, 
Oder durch einen episomalen Vektor, abgeleitet von z.B. Papilloma Virus. Virale Expressionssysteme, wie Vaccinia 
Virus, Baculovirus oder retrovirale Systeme konnen ebenfalls eingesetzt werden. Als Zellinien werden allgemein Vero, 
MRC5, CHO, BHK, 293, Sk-HepI, Drusen-, Leber- und Nierenzellen eingesetzt. Als eukaryotische Expressionssysteme 

55 konnen auch Hefen, endogene Drusen (z.B. Drusen transgener Tiere) und andere Zelltypen, die endogen Furin oder 
Furinanaloge exprimieren, verwendet werden. Naturlich konnen auch transgene Tiere zur Expression von Furin oder 
Derivaten davon verwendet werden. Zur Expression der rekombinanten Proteine haben sich im speziellen CHO-DUXS 
B11 Zellenbewahrt (Uriaub etal.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, 1980). 
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Zur rekombinanten Herstellung der erfindungsgemaBen Fusionsprotetne konnen auch prokaryontische Expressi- 
onssysteme eingesetzt werden. Hierzu eignen sich insbesondere Systems, die eine Expression in E. coli Oder B. 
subtilis eriauben. 

Die Fusionsproteine werden in den entsprechenden Expressionssystemen unter der Kontrolle eines geeigneten 
5 Promotors expritDiert. Im Fall der Expression in Eukaryonten eignen sich dazu alle bekannten Promotoren, wie SV40-, 
CMV-, RSV-, HSV-, EBV-, p-Actin-, hGH oder induzierbare Promotoren wie z.B. hsp- oder Metallothionein-Promotor. 
Vorzugswelse werden die Fusionsproteine unter Kontrolle des p-Actin-Promotors in CHO-DUXS B1 1 -Zellen exprimiert. 

GemaB einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Fusionsprotein-Kompiex enthattend ein erfin- 
dungsgemaBes Fusionsprotein und einen festen Trager zur Verfugung gestellt. Als teste Trager konnen dabei Trager 
10 mit Metallionen, wie etwa Ni2+, Co2+,Mg2+, Li2+ oder Antikorper eingesetzt werden. Das Fusionsprotein bildet dabei 
mit dem Trager einen stabilen Komplex. wobei dieser Komplex gemaB einem weiteren Aspekt der Erfindung aus einer 
Losung durch Bindung an eine Matrix entfernt werden kann. Die Bindung an die Matrix erfolgt dabei selektiv. wodurch 
keine weiteren Bestandteile der Losung an das Tragermaterial gebunden werden. 

In einer besonderen Ausfuhrungsfonm wird der Fustonsprotein-Komplex dadurch erhalten, daB eine Fusbnspro- 
^5 tein-haltige Losung, vorzugswelse ein Zellkulturuberstand, mit einem lesten Trager, gegebenenfalls gebunden an eine 
Matrix, in Kontakt gebracht wird, wodurch das Fusionsprotein spezifisch an den Trager adsorbierte. Das Fusionsprotein 
kann so selektiv aus der Losung entfernt werden und das Fusionsprotein-treie Medium wieder zur Zellkultur zuruck- 
gef Qhrt werden. Dies ist insbesondere deshalb von Vorteil, da wahrend des Zeltwachstums von den Zellen ausgeschie- 
dene, wichtige Wachstumshormone dem Zellkultursystem wieder zur Verfugung gestellt und nicht durch Mediumwech- 
20 sel ausverdunnt werden. Gleichzeitig wird das mit dem Zellwachstum interferierende Fusionsprotein selektiv aus dem 
Medium entfernt und kann so das Zellwachstum nicht mehr negativ beeinflussen. Der so gewonnene Fusionsprotein- 
Komplex kann zur spezifischen in vitro-Spaltung von Pro-Protein zu Protein eingesetzt werden oder aber vom Trager 
wieder losgelost und separat aufgearbeitet werden. 

Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Proteinen aus Pro-Pro- 
2S teinen, bei dem ein Pro-Protein durch ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein oder einen Fusionsprotein -Komplex 
proteolytisch gespalten wird. 

Unter Pro-Proteinen sind hierbei samtiiche Vorstufen von Proteinen verstanden. welche durch geeignete proteo- 
lytische Behandtung in funktionelle Proteine umgewandelt werden konnen. Insbesondere konnen Pro-Proteine Pro- 
Enzyme, Pra-Pro-Enzyme oder andere (inaktlve) Vorstufen von biochemisch (physiologisch) oder biotechnologlsch 
30 verwendbaren Proteinen oder Enzymen sein. 

Die erfindungsgemaBe Herstellung von Proteinen aus Pro-Protelnen kann einerseits in an sich bekannter Weise 
durch Koexpression der kompletten kodierenden Sequenzen des Pro-Proteins mit dem erfindungsgemaBen Fusions- 
protein in einer Zelle erfolgen. Da das erfindungsgemaBe Fusionsprotein insbesondere aufgrund der gegebenenfalls 
fehlenden cytoplasmatischen und transmembranen Region Im Furinanteil oder seinen Analogen als losllches Protein 
35 aus der Zellen sezerniert wird, kann es nach Expression seine enzymatische Aktivitat sowohl in der Zelle als auch im 
Zelluberstand ausfuhren. Damit ist gewahrleistet, daB auch moglicherweise in den Uberstand sezernierteS; unprozes- 
siertes Pro-Protein durch das losliche Fusionsprotein gespalten wird und somit das Pro-Protein vollstandig in seine 
mature Form uberfuhrt wird. Bei diesem Verfahren erfolgt die proteolytische Spaltung sowohl in vivo, also in den Zellen, 
als auch in vitro. Insbesondere die Spaltung in vitro, also auBerhalb der Zellen, stellt aufgrund der loslichen Eigen- 
40 schaften des Fusionsproteins einen zusatzlichen ProzeB zur Spaltung von in den Uberstand sezerniertem, unprozes- 
siertem Pro-Protein dar. 

Gemaf) einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird das Pro-Protein durch das erfindungsgemaBe 
Fusionsprotein in vitro in das mature Protein gespalten. Bei der in vitro-Spaltung sind, im Gegensatz zur zuvor darge- 
legten In vivo-Spaltung keine lebenden Zellen mehr direkt oder indirekt involviert. 

45 GemaB einer besonderen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung liegen beide Reaktionspartner, das Pro- 

Protein und das Fusionsprotein in Losung vor. Die Losung kann dabei ein zellfreier KulturQberstand sein, bei denen 
das Pro-Protein und das Fusionsprotein zwar koexprimiert werden, das Pro-Protein jedoch erst im Zelluberstand voll- 
standig in seine mature Form gespalten wird. Die Losung kann jedoch auch ein ZellkulturObersland von Zellen sein, 
bei denen Zellen transflziert mit rekombinantem Fusionsprotein bzw. rekombinantem Pro-Protein kokultiviert werden 

50 und die exprimierten Proteine (bei in vitro-Anwendung: nach Abtrennung des Zellmaterials) im Zellkulturuberstand 
miteinander reagreren. 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform werden das Fusionsprotein und das Pro-Protein in separaten Zellkultur- 
systemen exprimiert, gegebenenfalls gereinlgt, und miteinander gemischt. Diese Ausfuhrungsform eriaubtzum einen 
fur das Pro-Protein eine hohere Expression im Vergleich zur Koexpression oder Kokultivierung, da der negative Effekt 
ss der Protease wahrend des Zellwachstum entfallt, zum anderen eine hohere Ausbeute an prozessiertem Material nach 
der in vitro-Prozessierung. 

GemaB einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung wird das Fusionsprotein aus dem Zellkulturuber- 
stand, unabhangig, ob es durch Koexpression oder separate Expression hergestellt wird, entfernt. Da losliches Furin 
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auch im Zellkulturuberstand proteolytisch aktiv ist (Wasley et a!.-, 1993, J. Biol. Chem. 268:8458-8465), schrankt, wie 
schon erwahnl, die Anwesenheit der Protease das effiziente Wachstum von kontinuierlich wachsenden Zelllnien ein. 
Die erfindungsgema3en Fusionsproteine besltzen gemaB der vorliegenden Erfindung im wesentlichen die gleiche pro- 
teolytische Aktlvitat wie Furin oder Furlnanaloge und interferieren daher ebenfalls mil dem Zellwachstum. Die Protea- 
5 seeinwirkung auf die Zellen kann jedoch erfindungsgemaft durch Entternen der Protease aus dem Zellkulturuberstand 
minimiert bzw. weitgehend verhindert warden, wodurch die Zellen normal wachsen konnen. 

Aufgrund der spezifischen Bindungseigenschatten der erfindungsgemaBen Fusionsproteine mit einem lesten Tra- 
ger kann das Fusionsprotein durch In-Kontakt-bringen mit einem festen Trager aus der Fusionsprotein-haltlgen Losung 
entfernt werden. 

10 GemaB einem besonderen Aspekt der Erfindung wird der Zellkulturuberstand enthaltend das Fusionsprotein uber 

eine teste Matrix gepumpt. an die der affine Trager spezifisch gebunden ist. Das Fusionsprotein-freie Medium wird 
anschlieBend wieder zur Zellkultur zuruckgefuhrt. Das an den festen Trager gebundene Fusionsprotein wird dabei 
vorzugsweise in einem kontlnuierlichen ProzeB aus dem Zellkulturuberstand entfernt. Besonders bevorzugt Ist dabei 
ein kontinuierliches Verfahren, bei dem In vorgegebenen Zeitabstanden ein DurchflufB des Zelluberstandes uber eine 

IS Matrix erfolgt. Dadurch wird gewahrleistet, da3 bei standiger Expression das Fusionsprotein in einem Komplex an den 
festen Trager gebunden wird, und das Fusionsprotein kontinuierlich aus der Losung entfernt wird. Der toxische Effekt 
der Protease aut das Zellwachstum wird dadurch stark reduziert und die Zellen konnen zu groBerer Dichte wachsen, 
was wiederum die Ausbeule an Expressionsprodukt erhoht. Glelchzeitig wird durch das beschriebene Verfahren eine 
Anreicherung des Fusionsprotelns an einer Matrix erreicht, wodurch auch eine hohe Reinhelt des Fusionsproteins 

20 gewahrleistet ist. Ein besonderer Vorteil dieses Verfahrens ist damit die Gewahrleistung von verbessertem Zellwachs- 
tum verbunden mit einer Anreicherung von reinem Fusionsprotein an einer Matrix. Die Matrix liegt vorzugsweise als 
Saulenmatrix vor. Die so hergestellte Saulenmatrix kann direkt fur die Aktivierung von Pro-Proteinen zu Proteinen 
eingesetzt werden. 

Prinzipiell kann das oben beschriebene Verfahren auch mit "shed furin"-Furin oder Furinanalogen durchgefuhrt 
25 werden, wobei das Furin oder das Furlnanaloge uber einen Antlkdrper gebunden wird, der die proteolytische Aktlvitat 
nicht beeintrachtigt. 

Bei Zellkulturuberstanden, die sowohl Fusionsprotein als auch vollstandig prozessiertes Protein enthalten, wie 
etwa bei Koexpression oder Kokultlvierung, kann, wie oben erwahnt, das Fusionsprotein durch BIndung an einen ersten 
festen Trager aus der Losung entfernt und spezifisch isoliert werden. In einem zusatzlichen Schritt kann das schon 
30 prozessierte Protein durch Adsorption an einen zwelten. vom ersten verschiedenen Trager ebenfalls aus der Losung 
isoliert werden. Der zweite Trager ist dabei so ausgewahit, daB er spezifische Bindungselgenschaften zum prozes- 
sierten Protein besitzt und unprozessiertes Pro-Protein nicht bindet. Als bevorzugte Trager werden Trager mit Antikor- 
pern, Peptiden und Proteinen mit hoher Affinitat zum aktlven Protein eingesetzt. Der Trager ist erfindungsgemaB an 
eine feste Matrix gebunden, die vorzugsweise als Saulenmatrix vorliegt. Die Reihenfolge der an eine Saulenmatrix 
35 gebundenen Trager ist gemaB dem beschriebenen Verfahren variabel. Die Kopplung der Saulen erfolgt vorzugsweise 
sequentiell, wobei die Reihung Fusionsprotein-bindende Saule Protein-bindende Saule besonders bevorzugt ist. 
Dieses Verfahren bietetden Vorteil, daB beim Durchlauf der Fusionsprotein-, Pro-Protein-und Protein-haltigen Losung 
eine spezifische Bindung an den jeweiligen Trager erfolgt und eine Protein- und Fusionsprotein-freie Losung zuruck- 
gefuhrt wird. Durch dieses Verfahren konnen damit auch bei der Koexpression und Kokultlvierung von Fusionsprotein- 
40 exprimierenden Zellen hohere Zelldichten erreicht werden. Gleichzeitig wird eine Anreicherung sowie Isolierung von 
zwei verschiedenen, wichtlgen Proteinen in einem einzlgen Verfahrensschritt erreicht, Es ist zu betonen, daB dieses 
Verfahren nicht nur mit Furin-Fusions-proteinen durchfuhrbar ist, sondem auch mit Wildtyp-Furin oder bekannten Furin- 
Mutanten, welche Furin-Aktivitat aufweisen, indem diese Proteine an eine feste Matrix gebunden werden. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungstorm der vorliegenden Erfindung erfolgt die Durchfuhrung der proteolyti- 
cs schen Spaltung des Pro-Proteins zum Protein in vitro derart. daB einer der Reaktionspartner, das Pro-Protein oder 
das Fusionsprotein, immobilisiert ist. 

Dabei kann das Pro-Protein an einem festen Trager immobilisiert sein und eine Losung enthaltend das Fusions- 
protein mit dem Pro-Protein in Kontakt gebracht werden. GemaB einer Ausfuhrungsform werden fur das erfindungs- 
gemaBe Verfahren Losungen enthaltend gereinigtes Fusionsprotein eingesetzt. Dazu werden die Proteine mittels gen- 
so technischer Methoden in transfizierten Zellen separat exprimiert, die Proteine aus dem Uberstand gereinigt, in Puffer 
gelost und anschlieBend die protelnhaltigen Pufferlosungen miteinander in Kontakt gebracht. Die Reinigung der Pro- 
teine erfolgt dabei mit aus dem Stand der Technikallgemein bekannten Methoden wie Gelfiltrations-, lonenaustauscher- 
oder Affinitatschromatographie. 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist das Fusk>nsprotein an ei- 
ss nem festen Trager immobilisiert und das Pro-Protein liegt in Losung vor. Bei diesem Verfahren wird ein an eine Sau- 
lenmatrix adsorbierter Fusionsprotein-Komplex, enthaltend ein Fusionsprotein gebunden an einen Trager, mit einer 
Pro-Protein-haltigen Losung, in vitro in Kontakt gebracht. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens eignen sich alle inaktiven Vorstufen eines Proteins, das 
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durch die Aktivitat von Furin Oder eines Furin-ahnlichen Proteins in seine reife oder aktive Form Dberf uhrt wird. In die 
vorliegende Erfindung sind daher Insbesondere inaktive NADrstufen von Blutfaktoren oder von viralen Proteinen als Pro- 
Protein eingeschlossen, wobei jedoch keine Einschrankung auf diese erfoigt. Die Plasmaproteine sind insbesondere 
ausgewahit aus Faklor IX. von Willebrand-Faktor. Faktor VII, Faktor X, Faktor XI, Faktor V, Protein C. Protein S und 
s Albumin oder Derivate davon. Mogliche virale Proteine oder Polypeptide sind solche von CMV. HDV HCV, HSV, HIV 
wie gp160 Oder Influenza-Virus wie HA-Protein (Klenk et al., 1994, Cellular Receptors for Animal Viruses.CSH Labo- 
ratory Press. 241-280). Die Proteine sind vorzugsweise durch gentechnische Verfahren hergestellt. Jede Vorstufe 
eines Polypeptides mit mindestens einerdibasischen Spaltstelle ist jedoch ein Kandidat furdas vorliegende Verfahren. 

Beim erfindungsgemafBen Verfahren liegt die in vitro-Kontaktdauer zwischen Pro-Protein und Fusionsprotein zwi- 
10 schen einigen Sekunden und mehreren Tagen. Der optimale Kontakt ist abhangig vom verwendeten Fusionsprotein 
Oder Fusionsproteinderivat und der inaktiven Pro-Protein- Vorstufe. Die Bestimmung der optimalen Kontaktdauer. bei 
der Pro-Protein vollstandig zu Protein gespalten wird. kann jedoch von jedem Fachmann mittels einfacher Versuche 
erfolgen. Die Inkubation erfoigt meist bei einer Temperatur zwischen 4**C und 42*C, vorzugsweise zwischen 20"C und 
SB^'C. Die Reaktion erfoigt bei einem pH-Wert von 5,0 bis 8,0, vorzugsweise bei einenn pH-Wert von 6,5 bis 7,9, und 
15 insbesondere bei einem pH-Wert von 7,1. Aufgrund der Ca^+-Abhangigkeit der Furin-oder Furinanalogen-Aktivitat 
werden ubiicherweise zur Durchfuhrung des Verfahrens solche Puffer eingesetzt, die Ca2+-lonen beinhalten. 

Die Reaktionsbedingungen fur die Aktivierung von Pro-Protein durch das Fusionsprotein konnen, sofern einer der 
Reaktionspartnerimmobilisiert ist, ohne welteresvom Fachmann je nach Versuchsanordnung innerhalbdergegebenen 
Rahmenbedingungen optlmiert werden. Dabei ist fur die Kontaktdauer als Variable die FHe3geschwindigkeit des in 
20 Losung vorlregenden Reaktanden von besonderer Bedeutung. Diese sollte zwischen 0,05 mlAnin und 1 ml/min liegen. 
Als weitere Parameter sind Temperatur, pH-Wert und Salzkonzentration von Bedeutung. Zur vollstandigen Aktivierung 
von Pro-Protein konnen gema3 dem vorliegenden Verfahren mehrere Saulen hintereinander geschaltet, wobei ent- 
weder Pro-Protein oder Fusionsprotein an einen Trager immobilisiert sind. Nach jedem Durchlauf kann das bereits 
prozessierte Protein von seinem Propeptid abgetrennt und uber selektive Chromatographie weiter gereinigt werden. 
2S Die Durchfuhrung des erfindungsgemalBen Verfahrens mit einem an einen Trager gebundenen Reaktionspartner 

ist deshalb von besonderem Vorteil, da die Reaktionsanordnung durch Verwendung eines Tragers, vorzugsweise einer 
Chromatographiesaule, einen zusatzlichen Reinigungsschritt ermoglicht. 

Das gema3 dem vorliegenden Verfahren prozessierte, aktive Protein wird aus dem Reaktionsgemisch gereinigt 
und seine Aktivitat mit aus dem Stand der Technik bekannten Methoden bestimmt. 
30 Vor der Aufbereitung in eine pharmazeutische Preparation wird isoliertes und gereinigtes prozessiertes Protein 

den ubiichen Qualitatskontrollen unterzogen und in eine therapeutisch verabreichbare Form gebracht. 

Daher betrifft die Erfindung auch eine pharmazeutische Praparation enthaltend ein gemaB dem erfindungsgema- 
Ben Verfahren hergestelltes Protein. 

In der Fachwelt gait es bisher als unmoglich pro-vWF in vitro mit Furin zu aktivem vWF zu prozessieren (Rehemtulla 
35 et al., 1992, Blood 79:2349-2355. Rehemtulla et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.. USA 89:8235-8239). 

Es hat sich Qberraschenderweise herausgestellt, daB pro-vWF-entgegen der Lehrmeinung- unter bestimmten Ver- 
suchsbedingungen durch Furin in vitro zu vWF prozessiert wird. 

Ein besonderer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist daher, daB pro-vWF als Pro-Protein mit dem erfindungsge- 
maBen Fusionsprotein, vorzugsweise FurinATM-Spacer-His, in Kontakt gebracht wird. In einem Aspekt werden pro- 
40 vWF und Fusbnsprotein in Losung in Kontakt gebracht. Die Losungen sind vorzugsweise Zellkulturuberstande von 
rekombinanten Zellinien oder Losungen, die gereinigte Proteine enthalten. 

GemaB einer Ausf uhrungsform der vorliegenden Erfindung werden Zellkulturuberstande von transfizierten Zellen, 
die pro-vWF bzw. das erfindungsgemaBe Fusionsprotein exprimieren, gemischt. Die Zellkulturuberstande konnen ge- 
gebenenfalls "roh" verwendet werden, das heiBt, daB die transfizierten Zellen nicht vom Uberstand abgetrennt und die 
45 jeweiligen Proteine nicht gereinigt werden. Vorzugsweise werden die Zelluberstande jedoch vor dem In-Kontakt-brin- 
gen derart aufgerelnlgt, daB die Zellen bzw. Zellfragmente durch Zentrifugation vom Uberstand abgetrennt werden 
und gegebenenfalls die Proteine grob gereinigt und auf konzentriert werden. Dies kann durch allgemein aus dem Stand 
der Technik bekannten Methoden, wie z.B. Ultrafiltration, Ammoniumsulfatfallung und anschlieBende Dialyse oder 
Filtration, erfolgen. 

50 GemaB einer weiteren Ausfuhrungsfbrm werden fur das erfindungsgemaBe Verfahren Losungen enthaltend ge- 

reinigten pro-vWF und Fusionsprotein eingesetzt. 

Ein weiterer Aspekt des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Kokultivierung von Zellen, die pro-vWF einerseits 
und Fusionsprotein andererseits exprimieren. Bei diesem Verfahren wird pro-vWF im Zellkulturuberstand von dem 
ebenfalls im Zellkulturuberstand anwesenden Fusionsprotein in vitro in seine aktive Form gespalten und prozessierter 

55 vWF und Fusionsprotein werden anschlieBend, wie oben beschrieben, aus dem Reaktionsgemisch isoliert und gerei- 
nigt. Fur die Kokultivierung konnen alia gangigen Expressionsysteme eingesetzt und verschiedene Systeme zur Ex- 
pression von pro-vWF und Fusionsprotein miteinander kombiniert werden. Bevorzugt wird allerdings ein Expressions- 
system eingesetzt, bei dem sowohl pro-vWF als auch Fusionsprotein in verschiedenen Zellinien desselben Ursprungs 
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exprimiert werden. Dabei werden vorzugsweise CHO-Zellen eingesetzt. 

In einem weiteren Aspekt der Erfindung ist einer der Reaktionspartner, pro-vWF Oder Fusionsprotein an einem 
Trager immobilisiert. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist pro-vWF an einem Trager Immobilisiert und das Fusionsprotein liegt in 
s Losung vor. Fur pro-vWF eignen sich in besonderer Weise Trager, die entweder pro-vWF uber Antikorper Oder uber 
spezifische Ugandan, wiez.B. Kollagen oderplatelet-protein-gplb, gpllb/llla-Komplex, Faktor VMI-Fragmente, Heparin, 
Ristocetin oder Botrocetin binden. Die eingesetzten Antikorper konnen polyklonal Oder monoklonal sein und entweder 
gegen das Propeptid des vWF oder gegen die relfe Form des vWF gerichtet sein, Ist der Antikorper gegen das vWF- 
Propeptid gerichtet, so wlrd prozessierter vWF nach Kontakt mit dem Fusionsprotein vom Trager elulert. Ist der Anti- 
10 korper gegen maturen vWF gerichtet, so wird durch Kontakt mit dem Fusionsprotein das Propeptid abgespalten und 
aus dem Reaktionsgemisch entfernt. Der am Trager gebundene, prozessierte vWF kann anschlleBend mit bekannten 
Methoden von der Saule elulert werden. Bel dieser Variante des erfindungsgemaBen Verfahrens erreicht man durch 
den Elutionsschritt zudem eine zusatzliche Reinigung und Anrelcherung des vWF. 

In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird das Fusionsprotein an eine Matrix auf einem Trager 
IS mit Antikorpem oder Schwermetallionen gebunden. Die Antikorper konnen polyklonal oder monoklonal sein. Dabei 
werden in der Regel nur solche Antikorper eingesetzt, die die proteolytische Aktivitat des Fusionsprotelns nicht beeln- 
trachtlgen. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform ist das Fusionsprotein Ober einen Trager mit Metallionen an die Matrix 
gebunden. Als Metallionen konnen dabei etwa Ni2+, Co^*. Mg2+ oder Li^^ eingesetzt werden. 
20 Die.lmmobilisierung des pro-vWF oder des Furins oder seiner Derivate erfolgt mit in der Proteinchemie gangigen 

Verfahren. 

Der nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltene prozessierte, mature vWF wird aus dem Reaktionsgemisch 
gereinigt und seine Aktivitat mit aus dem Stand der Technik bekannten Methoden bestimmt (Baruch et al., 1 989, Bail- 
liere's Clinical Haematology 2:627-672). 

2S Vor der Aufbereitung in eine pharmazeutische Praparation wird isolierter vWF den ubiichen Qualitatskontrollen 

unterzogen, auf konzentriert und In eine therapeutlsch verabreichbare Form gebracht. 

Desweiteren betrifft die Erfindung einen rvWF, der nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellt wird und 
eine pharmazeutische Praparation, die rvWF und einen oder mehrere physiologisch akzeptable Trager enthalt. Es 
wurde gefunden, daB der nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellte, pro-Peptid-freie rvWF sich durch eine 

30 besonders hohe Stabilitat und strukturelle Integritat der rvWF-Multimere auszeichnet und keine Satellitenbanden auf- 
weist. Dieser n/WF elgnet sich daher fur die Stabillsierungvdn Faktor VIII. rekomblnantem Faktor VIII oderfunktionellen 
Deletionsmutanten von Faktor VIII sowohl in vitro als auch in vivo. Die pharmazeutische Praparation enthaltend pro- 
Peptid-freien n/WF besitzt hohe Stabilitat sowie strukturelle Integritat der rvWF-Multimere und eignet sich daher be- 
sonders fur die Behandlung von Hamophille A und verschiedener Formen der vWF-Dlsease. 

35 Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, daB pro-vWF fast vollstandig in seine relfe Form 

gespalten wird. ErfindungsgemaB wird in vitro-prozessierter vWF In einer Reinheit von 80% bis 100%, vorzugsweise 
von 90% bis 100%, besonders bevorzugt 95% bis 100% erhalten. Eine Verunreinigung von vWF durch pro-vWF ist 
vor allem in Hinblick auf den Einsatz in der Therapie zu vermeiden, da ein mit pro-vWF verunreinigter rvWF, eine 
geringere spezifische Aktivitat bzw eine erhohte Immunogenitat autwelsen konnte. Das erfindungsgemaBe Verfahren 

40 hat den zusatzlichen Vorteil, daB die proteinchemische Abtrennung von pro-vWF von vWF, insbesondere im Fall der 
Immobilisierung eines Reaktionspartners an eine Chromatographlesaule, erieichtert wird. 

Bel hoher Amplifikation oder zu hoher Expression ubt das Furin einen negativen Effekl auf die Zelle aus. Dieser 
Effekt kann minimiert werden, indem das produzierte Furin oder Fusionsprotein kontinuierllch aus dem Zelluberstand 
entfernt wird. Dies kann z.B. durch Furin-speziflsche Chromatographie entweder im Batch-oder im Saulen-Verfahren 

45 erfolgen. Das in den Uberstand sekretierte Furin oder Fusionsprotein wird dabei an einen chromatographischen Trager 
gebunden und der Trager mit immobillsiertem Furin kann dann gegebenenfalls direkt zur Pro-Protein-Spaltung einge- 
setzt werden. 

Wenn eine groBe Menge von sekreliertem Furin oder Furinderivat gewonnen werden soil, besleht eine weitere 
Moglichkelt, die Toxizitat von Furin auf die exprimierenden Zellen zu minlmleren, darin, ein naturllches (Pro-Protein) 

50 Oder ein synthetisches (Peptid-) Substrat mit Furin oder Fusionsprotein zu koexprimleren oder dem Zellkulturuberstand 
als Supplement zuzugeben. Ein Substrat kann dabei auch ein an Furin oder das Fusionsprotein reverslbel bindendes, 
jedoch davon nicht spaltbares Peptid oder Protein sein, das die katalytische Aktivitat des Furins oder Fusionsproteins 
verringert oder unterbindet, solange es mit Furin oder Fusionsprotein interagiert. Durch das zusatzliche Pro-Protein 
bzw. synthetlsche Substrat kann uberschussiges Furin bzw. Fusionsprotein, das unspezifisch innerhalb oder auBerhalb 

55 der Zelle endoproteolytisch aktiv ist, abgefangen werden, und die Zellen nicht mehr schadigen. Das durch die hohe 
Expression synthetisierte Furin oder Fusionsprotein wird mit hoher Effizlenz in den Zelluberstand sekretiert und kann 
anschlieBend aus dem Zelluberstand gereinigt werden. 

Es ist daher ein besonderer Vorteil des Verfahrens, daB durch verschiedene. oben erwahnte MaBnahmen, die fur 
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die Zelle hohe Toxizitat bedingt durch groQe Mengen an exprimiertem Furin oder Fusionsprotein reduziert wird, wodurch 
der Produktionsablauf bel Herstellung von groBen Mengen an Furin oder Fusionsprotein und Pro-Protein wesentlich 
erieichtert bzw. effizienter gestaltet wird. da erstens sine hohere Zelldichte erreicht wird, zweltens in einer gerlngeren 
Zeitspanne eine hohere Ausbeute an sekretierlenn Furin erreicht wird und drittens eine vollstandige Prozessierung von 
5 Pro-Protein gewahrleistet ist. 

Die Durchfuhrung des erfindungsgema3en Verfahrens wird im tolgenden naher beschrieben: 

Zur Durchfuhrung der Experinnente wurden CHO«Zellen mit einem pro-vWF-kodierenden Plasmid und mit einem 
DIhydrofolat-Reduktase (DHFR)-cDNA-kodierenden Plasmid kotransfiziert. Das DHFR-kodierende Plasmid diente da- 
bei als Markerplasmid zur Selektion positiver Klone (CHO-vWF). Der daraus resultierende Klon, CHO-vWF, wurde fur 
10 die Koexpression mit Furin anschlie3end mit Plasmiden, die die Furin-cDNA bzw. cDNA kodierend fur Fusionsproteine 
und das Neomycin-Phosphotransferase-Gen tragen, kotransfiziert. Das Neomycin-Phosphotransferase-Gen diente 
ebenfalls als Markergen zur Selektion positiver Klone (CHO-vWF/Furin). Zur Expression von Furin oder Fusionsprotein 
alleine wurden Zellen mit Plasmiden enthaltend komplette Furln-cDNA oder cDNA der Fusionsproteine (FurinATM- 
His-cDNA, FurinATM-Spacer-His-cDNA, FurinACys-His-cDNA, FurlnACys-Spacer-Hls-cDNA) transfiziert. 
^5 Ein anderer Ansatz zum Etablieren pro-vWF/Furin-koexprimierender Zellen war die gleichzeitige Kotransfektion 

von 3 Plasmiden. die respektive pro-vWF-cDNA: DHFR-cDNA und Furin- oder Fusionsprotein-cDNA enthalten. Durch 
diesen Ansatz wurde eine Koamplifikation von pro-vWF- und Furin-cDNA ermoglicht, um eine unter den gegebenen 
Umstanden mogllchst hohe Ausbeute an vollstandig prozesslertem vWF zu erreichen. 

Fur die Kokultivierung wurden Zellen mit Plasmiden, die entweder die kodierende Sequenz von pro-vWF und 
20 DHFR, Oder fur Furin bzw. Fusionsprotein und DHFR enthalten, kotransfiziert. Die unlerschiedlich transfizierlen Zellen 
wurden anschlie^end gemelnsam kultiviert. 

Das erfindungsgemaRe Verfahren wird in folgenden Beispielen sowie In den Zeichnungsfiguren weiter eriautert. 
Die Erfindung soil jedoch in keiner Weise darauf beschranktsein. Beispiel 1 beschreibt die Herstellung von pro-vWF- 
und Furin-exprimierenden Vektoren; Beispiel 2 beschreibt die Etablierung von stabilen Zellinien und zeigt die in vitro- 
2S Spaltung von pro-vWF durch Furin; Beispiel 3 skizziert die Klonierung von Furinmutanten und Fusionsproteinen; Bei- 
spiel 4 beschreibt den Nachweis der enzymatischen Aktivltat von Furin und Fusionsprotein rFurinATM-His; Beispiel 5 
beschreibt die Immobilisierung eines Fusionsprotein an einem Trager; und Beispiel 6 beschreibt die Aktivierung von 
pro-vWF an immobilisiertem Fusionsprotein. 

Es zeigen: 

30 

Figur 1: Figur 1: Schematische Darstellung der Expressionskassette von pro-vWF, Furin und der ven/vendeten 
Selektionsmarker Dihydrofolat-Reduktase und Neomycin-Phosphotransferase. 

Figur 2: Western-Blot-Analyse von prozesslertem vWF und Furin in Zellkulturuberstanden nach Koexpression 
35 von pro-vWF und Furin. 

Figur 3: Western-Blot-Analyse von Zellkulturuberstanden auf rvWF und Nachweis der in vitro-Spaltung von pro- 
vWF durch Furin. 

40 Figur 4 : Nukleotid- und Aminosauresequenz von Furin. 

Figur 5: Western-Blot-Analyse von rFurinACys-Spacer-IOXHis mit anti-Furin monoklonalen Antikorpern. 

Figur 6: Silbertarbung und Western-Blot-Analyse von gereinigtem rFurin-Fusionsprotein. 

45 

Figur 7: Western-Blot-Analyse von mittels gereinigtem rFurin-Fusionsprotein prozesslertem vWF. 

Figur 8: Schematische Zeichnung des Expressionsvektors phAct-rFX. 

so Figur 9: Western-Blot-Analyse von rFaktor X exprimiert in CHO-Zellen vor und nach Amplifikation mit Methotrexat 
und 

Figur 10: Western -Blot- Analyse von rFaktor X nach in vitro-Spaltung durch rFurin-Fusionsproteine. 

55 Die Expressionsvektoren wurden mittels Standard-Klonierungs-Methoden (Maniatis et al., "Molecular Ctoning" - 

A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, USA, 1983) hergestellt. Die 
Herstellung von DNA-Fragmenten mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) erfolgte durch allgemein bekannte Me- 
thoden (Clackson etal., 1991. PGR A practical approach. Ed. McPherson, Quirke, Taylor. S.187-214). 
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Beispiel 1 : 

Herstellung von pro-vWF und Furin Express Ions vektoren 

5 Zur Herstellung von rekombinantem pro-vWF (rpro-vWF) wurde Plasmid phAct-vWF wie in Fischer et. al., (FEBS 

Lett. 351: 345-348, 1994) beschrieben, konstruiert: Plasmid phAct-vWF enthalt die komplette kodierende cDNA fur 
hunnanen pro-vWF unter transkriplioneller Kontrolle des P-Actin-Promotors. Zur Selektion von positiven Klonen wurde 
Plasmid pSV-rdhfr, das fur die murine DHFR-cDNA kodiert, eingesetzt (Figur 1). 

Zur Herstellung von Furin-kodierenden Vektoren wurde die komplette cDNA von humanem Furin (Figur 4), (Van 

10 den Ouweland et al., Nucleic Acids Res. 18:664. 1990) als Smal/Avrll-Fragment isoliert. Dieses Fragment umfaRt die 
2,4 kb Furin-kodierende Region, sowie 0.05 kb der 5' nicht-translatlerten und 0,4 kb der 3' nicht-translatierten Region 
und wurde anschlieBend in den mit Smal und Ayrll geschnittenen Expressionsvektor pSV-MCS VII kloniert. Das re- 
sultierende Plasmid wurde mit pSV-rFurink bezelchnet (Figur 1). 

Plasmid pSV-MCS VM umfaRt den Promotor/Enhancer der "fruhen Gene" von SV40 und SObp der 5'-UTR, sowie 

IS das SV40 16S/19S Intron und eine "Multiple Cloning Site" (MCS). gefolgt von der SV40-Polyadenylierungsstelle. Zur 
Herstellung von Plasmid pSV-MCS VII wurde Plasmid pSVp (MacGregor et al.. Nucleic Acids Res. 17: 2365, 1989) 
mit NotI geschnitten und die lacZ-Gensequenz als NotI -Fragment entfemt. Das 3'-seitig der SV40-Polyadenylierungs- 
stelle beflndliche Xbal/Hindlll-Fragment wurde entfemt, die Oberstehenden Enden mit Klenow-Polymerase aufgef Ollt 
und das Plasmid religiert. In die singulare Notl-Restriktionsschnittstelle wurde eine synthetische MCS mittels NoW- 

20 kompatibler Enden kloniert und dadurch die Notf-Stelle zerstdrt. Die zu inserierende MCS wurde durch die beiden 
synthetischen, komplementaren Oligonukleotide #256 (5'-GGCGATCGAT TGAATTCCCC GGGGTCCTCT AGAGT- 
CGACC TGCAGAAGCT TAGTACTAGT AGGCCTAGGG CCCTA-3') (SEQ.ID. NO. 1) und #257 (5'-GGCCTAGGGC 
CCTAGGCCTACTAGTACTAA GCTTCTGCAG GTCGACTCTAGAGGACCCCG GGGAATTCAA TCGAT-3') (SEQ.ID. 
NO. 2) konstituiert. 

25 Plasmid pUCSV-neo wurde hergestellt, indem die SV40-neo-Expressionskassette aus pMAMneo (Lee et al., 1 981 , 

Nature 294:228-232) als BamH I -Fragment in die BamHI-Restriktionsstelle von pUC19 (Yanisch-Perron et al.. 1985, 
Gene 33:103-119) inseriert wurde. 

Beispiel 2: 

30 

a. Etabiierung stabiler rvWF- und rvWF/rFurin-exprimierender Zellinien und Expression von rvWF und rPurin 

Das Expressionsplasmid fur rvWF, phAct-vWF (Figur 1 ), wurde mit dam Selektionsmarkerplasmid pSV-rdhfr (Figur 
1 ) in dhfr-defiziente CHO-Zellen cotransfizlert, unter Selektionsbedingungen der effizient pro-rvWF-exprimierende Klon 

36 CHO-rvWF ausgewahit und dieser Klon bis zur Stabilitat subkloniert (Fischer et al. 1 994. Febs Lett.351 :345-349). Zur 
weiteren Analyse und fur rvWF-Expresslons- und Funktbnsstudien wurden die Zellen zunachst mehrmals mit PBS 
gewaschen, und anschlieBend, wenn nicht anders beschrieben, bei regelmassigen 24-Stunden-Medienwechseln in 
Selektionsmedium ohne Serum inkubiert. 

In den Zelluberstand von CHO-rvWF sekretierter rvWF war zu etwa 40% unprozessiert (Figur 2 II A). Urn die 

40 Effizienz der Propeptid-Abspaltung zu erhohen, wurde im folgenden der rFurin-Expressronsvektor pSV-rFurink mit dem 
Selektionsmarker-Plasmid pUCSV-neo in den CHO-rvWF -Zellklon cotransf iziert. Unter Selektionsbedingungen (500jig 
G418/ml) wurden Klone identifiziert, die neben rvWF auch rFurin exprimieren (CHO-rvWF/rFurin; Figur 2 I A, B). 

Der Nachweis von rvWF im Zellkulturuberstand erfolgte mittels Western-Blot Analyse (Figur 2 I A und II A). Dazu 
wurden lO^il reduzierter Zellkulturuberstand mittels SDS-PAGE (Lammli, Nature 227:680-685, 1970) aufgetrennt, und 

45 die Proteine anschlieBend mit dem BloRad Mini Trans-Blot System (BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA) auf 
Nitrozellulose-Membranen transferiert. Zur Visualisierung von in den ZellkulturOberstand sekretiertem rvWF wurde das 
Protoblot-System der Fa. Promega (Madison, WIS, USA) verwendet. Als Antikorper zur vWF-Bindung wurde Kanin- 
chen Anti-vWF Serum (Best. No. A 082) der Fa. Dakopatts (Glostrup, Danemark) eingesetzt. 

Der Nachweis von rFurin im Zellkulturuberstand erfolgte ebenfalls mittels Western-Blot Analyse (Figur 2 I B und 

so II B). Die Visualisierung von rFurin erfolgte unter Verwendung des anti-hFurin Maus monoklonalen Antikorpers MON 
148 (van Duijnhoven et al., Hybridoma 11: 71-86, 1992) und als zweitem Antikorper anti-Maus IgG-atkalische Phos- 
phatase-konjugiertes Ziegenserum (Sigma A 4656). 

In 24-Stunden-Zellkulturuberstanden von CHO-rvWF-Zellen waren noch etwa 40% des sekretierten rvWF Pro- 
peptid-haltiger pro-vWF (Figur 2 II A), wogegen unter identischen Bedingungen in 24 Stunden-Uberstanden des CHO- 

55 rvWF/rFurin-Klons kein pro-vWF, sondern nur voHstandig prozessierter rvWF detektiert wurde (Figur 2 I A). Hieraus 
folgt somit, daQ in serumfreien 24-Stunden-Zellkulturuberstanden kein pro-rvWF mehr nachgewiesen werden konnte, 
wenn die Zellen ausreichende Mengen rFurin exprimieren (Figur 2 I A, 1, 3, 4, 5). Durch die zusatzliche Expression 
von rFurin in CHO-rvWF konnte die Prozessierung von pro-rvWF zu vWF deutlich verbessert werden (Figur 2 I A). 
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Dieser Effekt wurde bisher ausschlie3lich auf die intra -zeltulare Aktion des durch Koexpression hergestellten rFurins 
zuruckgefOhrt (Wise et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 87:9378-9382, 1990; Van de Ven et al. Mol. Bio. Rep. 14: 
265-275. 1990; Rehemtulla et al.. Blood 79:2349-2355. 1992). 

Erfolgte bei Koexpression von pro-vWF und Furin ein haufigerer Medium wechsel innerhalb von 24 Stunden (afle 

s 8 Stunden). so konnten jedoch auch in ZellkulturOberslanden von serumfrei gezuchteten CHO-rvWF/rFurin-Zellen 
signifikante Mengen von pro-rvWF nachgewiesen werden (Figur 2 I A; '8 Stunden"). In den Uberstanden der CHO- 
rvWF/rFurln-Zellen war rFurin detektierbar (Figur 2 I B); je groBer die detektierbare rFurin-Menge im Uberstand war» 
umso geringer war die Menge an pro-vWF (Figur 2 1 A). Eine Erklarungsmoglichkeit - die jedoch im krassen Gegensatz 
zur vorherrschenden Lehrmeinung (Rehemtulla etal., 1992, Blood 79: 2349-2355. Rehemtulla etal., 1992, Proc. Natl. 

10 Acad. Sci. USA 89:8235-8239) steht - ist, da3 durch Uberexpression in den Zellkulturuberstand gelangtes rFurin erst 
dort, d.h. in vitro, sekretierten pro-rvWF bis zur Vollstandigkelt spaltet. Die durch den 8stundigen Medienwechsel kur- 
zere Expositionszeit von pro-rvWF im Uberstand zunn ebenfalls in den Uberstand sekretierten rFurin war daher nicht 
ausreichend, um alle im Uberstand vorhandenen pro-vWF-Molekule zu prozessieren; dagegen konnte bei langeren 
Verweilzeiten (24 Stunden) sekretiertes rFurin im Uberstand akkumulieren, so daB im Laufe der rFurin-Akkumulation 

'5 immer mehr der zunachst im Uberstand angesammelten pro-rvWF Molekule prozessiert wurden. In der Folge wurde 
dann durch die Akkumulation immer groBerer Mengen von rFurin weiterhin in den Oberstand gelangter pro-rvWF dort 
sofort nach Ausschleusen aus derZelle prozessiert. Wahrend bei 8 Stunden-Uberstanden das Funn:pro-vWF-Verhalt- 
nis noch starker auf Seiten des pro-vWF liegt, hat sich die Situation bei den 24 Stunden-Uberstanden aufgrund der 
Akkumulation von rFurin umgekehrt. 

20 GemaB dem vorliegenden Beispiel wurde rFurin im Uberstand von CHO-rvWF/rFurin-Zellen mit Hilfe von Western 

Blot-Analyse und anti-hPurin monoklonalem Antikorper eindeutig nachgewiesen (Figur 2 I B). Dabei korrelierte der 
Prozessierungsgrad von pro-rvWF mit der detektierbaren Menge an rFurin im Uberstand: je mehr rFurin im Uberstand 
nachweisbar war, umso weniger pro>rvWF war vorhanden (vgl, Figur 2 I B mit 2 I A). 

25 b. In vitro-Spaltung von pro-rvWF durch rFurin 

Zum direkten Nachweis der rFurin-Prozessierungsaktivltat fur rekombinanten pro-vWF in vitro wurden serumfreie 
rFurin und pro-vWF-enthaltende Zellkulturuberstande gemischt und inkubiert, sowie entsprechende Kontrollen ge- 
macht. Da vernunftige Expressionsausbeute von rwt-Furin in ausschlieBlich rFurin exprimierenden CHO-Zellen durch 

30 die Interferenz erhohter rFurin-Konzentration mit der Lebensfahigkeit der Zellen nicht moglich ist. wurde auf rFurin/ 
vWF-Zellen als Quelle fur rFurin zunOlckgegrlffen. Durch die Koexpression konnten detektierbare rFurin-Mengen erzielt 
werden. Entsprechend wurden CHO-rvWR CHO-rvWF/rFurin, CHO-rvWF und CHO (im Verhaltnis 1:1). sowie CHO- 
rvWF und CHO-n/WF/rFurin (im Verhaltnis 1:1) gemischt und bei 37°C inkubiert. 

Aliquote der Reaktionsansatze wurden direkt vor der Inkubation bzw. nach dem Mischen der Zellkulturuberstande 

35 mittels Western Blot- Analyse auf prozessierten vWF getestet; weitere Aliquote wurden in Zeitintervallen von jeweils 
24 Stunden entnommen und untersucht. 

Figur 3 zeigt eine vollstandige Prozessierung von pro-rvWF nur in jenen Testansatzen. die entweder n/WF/rFurin 
koexprimiert hatten Oder die CHO-rvWF/r Furin und CHO-rvWF enthielten (Figur 3 A, Spur 0-4, Figur 3 D, Spur 2 und 
4). Wahrend pro-rvWF im 24 Stunden-CHO-rvWF/rFurin-Uberstand a priori vollstandig zu rvWF prozessiert war (Figur 

40 3 A, Spur 0), war in CHO-rvWF-Zellkulturuberstanden noch zu 50% unprozessierter vWF im Zellkulturuberstand vor- 
handen (Figur 3 B und C). In Testansatzen, bei denen die Zellkulturuberstande von CHO-rvWF/rFurIn und CHO-rvWF 
gemischt worden waren, war nach 24 Stunden nur noch ein geringer Anteil an unprozessiertem pro-vWF nachweisbar 
(Figur 3 D, Spur 1 ). Eine Verlangerung der Inkubationsdauer auf 48 h und 96 h (Figur 3 D, Spur 2+4) f uhrte zu vollstandig 
prozessiertem vWF. Damit wurde der Nachweis erbracht, daB in den Uberstand von CHO-rvWF/rFurin-Zellen sekre- 

45 tiertes rFurin biologisch aktiv ist und pro-rvWF aus CHO-rvWF -Uberstanden in vitro vollstandig prozessiert. 

Belspiet 3: 

Klonierung und Expression von rFurin-Deletionsmutanten und rPurin-His-Tag-Fusionsproteinen 

so 

Zur Herstellung eines sekretionsfahigen rFurins wurden verschiedene C-terminal-trunkierte Furin-Deletionsmu- 
tanten konstruiert und diese zur spateren leichteren Isolierung aus dem Kulturmedium mit zusatzlichen heterologen 
Sequenzen fusioniert. 

Alle rFurin-Mutanten wurden in den ExpressionsvektorphAct-AEcoRI upstream, der den humanen B-Actin-Promo- 
ss tor enthalt. kloniert und, wie in Beispiel 2 beschrieben, stabil in CHO-Zellen exprimiert. 

Die Klonierung von Plasmid phAct-AEcoR I upstream erfolgte durch partialen EcoRI-Verdau von Plasmid phAct 
(Fischer etal., FEBS. Lett. 1994. 351:345-348), Auffullen der uberstehenden Enden mit Klenow-Enzym, und Religation. 
Plasmid ph Act -A EcoR I upstream unlerscheidet sich von phAct durch das Fehlen der EcoRI-Schnittstelle 5'-seitig des 
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Promotors; die.EcoRl-Schnittstelle 3' des Promotors, bzw. des Introns. in der MCS ist dagegen noch vorhanden. 

Zur Deletion der C-terminalen transmembranen Domane wurde die rFurin-cDNA nach Position 2127 der Nukle- 
insauresequenz (Figur 4) und damit bei Aminosaure 709 deletiert. Mit Hilfe der synthetischen Oligonukleotide #2325 
(5'-GATAAGCT TG TCGAC CATGG AGCTGAGGCC CTG-3') (SEQ.ID NO. 3) und #281 9 (5'-AAGTGATGAAJI£TTAG 

5 AGCAGCCCTG CGCGCAG-3*) (SEQ.ID. NO. 4) wurde anhand des "Templates" pSV-rFurink (Beispiel 1) nnit der Po- 
iymerase-Ketten-Reaktion (PGR) ein DNA-Fragnnent generiert; dieses Fragment enthielt die Basenpaare analog der 
ersten 709 Aminosauren des Furins, getolgt von einem Transiations-Terminations-Triplett. Das entstandene rFurin- 
ATM-Fragment wurde an den flankierenden Sail- und EcoRI-Restrlktionsstellen geschnitten und in den Sall/EcoRI 
geschnittenen Expressionsvektor phAct-AEcoRI upstream inseriert. Das entstandene Plasmid wird mit prFurin-ATM 

10 bezeichnet. Die Nukleotid-und Aminosauresequenz von rFurin-ATM ist als SEQ.ID. NO. 5 und SEQ.ID.NO 6 wieder- 
gegeben. 

Zur Herstellung von FurinATM-Fusionsprotein mit einem 3'-seitig fusionierten Afflnitalspeptid wurden an das 0- 
terminale Ende von rFurinATM an Aminosaure 707(Basenpaar 2121) sechs Histidin-Reste (His-Tag) angehangt: 
Mit Hilfe der synthetischen Oligonukleotide #2325 (SEQ.ID.NO. 3) und #2823 (5'-CTA GAATTCAAT GATGATGATG 

IS ATGATG CCCT GCGCGCAGCC GTTGCCCC-3') (SEQ.ID.NO. 7) wurde anhand des "Templates" pSV-rFurink (Bei- 
spiel 1 ) mittels PGR ein DNA-Fragment enthaltend die Basenpaare analog der ersten 707 Aminosauren des Furins, 
getolgt von sechs Histidin-Resten und einem Translatlons-Termlnations-Triplett hergestellt. Nach Schneiden der flan- 
kierenden Sail/ EcoRI-Restriktionsschnlttstellen wurde dieses Fragment in die Sall/EcoRI-Schnittstellen des oben be- 
schriebenen Vektors phAct-AEcoRI upstream inseriert und so Plasmid prFurinATM-His erhalten. Die Nukleotid- und 

20 Aminosauresequenz von rFurinATM-His Ist als SEQ.ID.NO. 8 und SEQ.ID.NO. 9 wiedergegeben. 

Zwischen die kodierende Region des deletierten rFurinATM 707 und die His-Tag-Sequenz wurde ein Spacer, be- 
stehend aus Ala-Ala-Gly-Gly-Ala-Ala, inseriert, um eine sterische Behlnderung der katalytischen Domane des Furins 
zu verhindern und grossere Beweglichkeit und Funktionalitat des Fusionsproteins bei Kopplung an eine Saulenmatrix 
zu gewahrleisten. Die Inserierung der Spacer-Sequenz in prFurinATM-His erfolgte mittels PGR mit den Oligonukleo- 

2S tiden # 2325 (SEQ.ID.NO. 3) und #2820 (5'-GT AGAATTCAAT GATGATGATG ATGATG TGGAGGTCC ACGAGCTGGG 
CCTGCGCGCA GCCGTTGCCC C-3') (SEQ.ID.NO. 10). Analog zur Konstruktion von prFurinATM-His wurde dieses 
Fragment in die Sall/EcoRI-Stelle von Plasmid phAct-AEcoRI upstream inseriert. Das entstandene Fusionsprotein wur- 
de prFurinATM-Spacer-His genannt. Die Nukleotid- und Aminosauresequenz von rFurln-ATM-Spacer-His ist als SEQ. 
ID.NO. 11 und SEQ.ID.NO. 1 2 wiedergegeben. 

30 Da das katalytische Zentrum von Furin am N-terminalen Ende des Molekuls lokalisiert ist, kann ein noch grosserer 

Bereich des C-Terminus, die Cys-reiche Region, ohne signifikante Einbussen der katalytischen Funktion deletiert wer- 
den. 

Es wurde ein Konstrukt hergestellt, bei dem zusatzlich zur transmembranen Domane auch die Cys-reiche Domane 
deletiert ist. Dazu wurde in die Furin kodierende Sequenz nach Nukleotid-( Aminosaure 585) ein Terminations-Triplett 

35 inseriert. Zur Konstruktion von prFurinACys wurde mittels PGR ein DNA-Fragment mit Oligonukleotid #2325 (SEQ.ID. 
NO. 3) als 5'-Primer und Oligonukleotid #2821 (5'-CTA G AATTCTAA GTGCTTTCTG GAGGTACGGG CAG-3') (SEQ. 
ID.NO, 15) als 3*-Primer generiert und analog zur Konstruktion von FurinATM in phAct-AEcoRI upstream inseriert. Die 
Nukleotid- und Aminosauresequenz von rFurin-AGys ist als SEQ.ID.NO. 13 und SEQ.ID.NO. 14 wiedergegeben. 
Analog zu den FurinATM Fusionsprotein-Konstrukten wurden rFurinAGys-Fusionsproteine mit einer His-Tag-Se- 

40 quenz nach Aminosaure 585 hergestellt. Dazu wurde ein PGR DNA-Fragment mit Oligonukleotid # 2325 (SEQ.ID.NO 
3) als 5'-Primer und Oligonukleotid # 2810 (5'-CTA GAATTCTTAG TGGTGATGGT GATGATGACT GGTTTCTGGA 
GGTACGGGCA G-3') (SEQ.ID.NO. 16) als 3'-Primer generiert und via Sall/EcoRI-Schnittstelle in Plasmid pAct-AE- 
coRlupstream inseriert. Das entstandene Plasmid wurde prFurinACys-His genannt. Die Nukleotid- und Aminosaure- 
sequenz von rFurin-ACys-His ist als SEQ.ID.NO. 17 und SEQ.ID.NO. 18 wiedergegeben. 

45 Die Konstruktion von rFurinAGys-Spacer-His erfolgte mittels PGR mit Oligonukleotid # 2325 (SEQ.ID.NO. 3) als 

5' Primer und Oligonukleotid # 2822 {5'-CTA GAATTCTTAG TGGTGATGGT GATGATGTGC AGCTCCACCA GCTG- 
CACTGC TTTCTGGAGG TACGGGCAG-3') (SEQ.ID.NO. 19) als 3'-Primer. Das entstandene PCR-Fragment wurde 
via Sail/ EcoRI-Schnittstelle in Plasmid pAcl-AEcoRI upstream inseriert und prFurinACys-Spacer-His genannt. Die Nu- 
kleotid- und Aminosauresequenz von rFurin-ACys-Spacer-His ist als SEQ.ID.NO. 20 und SEQ.ID.NO. 21 wiederge- 

so geben. 

Es wurde im Rahmen der Untersuchungen get unden, daB ein Teil der Furin-Molekule endogen einige, wenige 
Aminosauren vor Aminosaure 707 gespalten wird, was zu einem loslichen sogenannten "shed"-Funn fuhrt. 

Um ausschlieBlich Histidin-getagte rFurin-Molekul-Spezies im Uberstand stabiler CHO-Zellen zu erhalten, die Aus- 
beute an trageraffinem rFurin zu erhohen, und schlieBlich bessere undstarkere Interaktion des "His-Tags" mit der Ni2+- 
55 NTA-Matrix und verbesserte sterische Bewegungsf reiheit des rFurin -Der ivates an der Matrix zu ermoglichen, wurde 
ein verkurztes rFurin-Derivat konstruiert, das C-terminal der Mitteldomane, d.h.nach Aminosaure 576 deletiert und mit 
einem Spacer und einem lOxHis-Rest fusioniert wurde. Dazu wurde prFurinATM-His partiell mit Saul (an Nukleotid 
Position 1723-1739 in SEQ.ID.NO. 8) und vollstandig mit EcoRI geschnitten und die Spacer-IOxHis-Sequenz inseriert. 
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die mittels der annealten synthetischen Oligonukleotide 5'-TGAGGGAGGT GGGGGAGGTG ATCACCACCA TCAC- 
CATCAT CATCACCATT-3' (SEQ.ID.NO. 22) und 5'-AATTAATGGTGA TGATGATGGT GATGGTGGTG ATGACCTCCC 
CCACGTCCC-3' (SEQ.ID.NO. 23) regeneriert wurde. Das resultierende Plasmid wurde prFurinACys-Spacer-IOxHis 
genannt. 

s Transiente Expression von rFurinAcys-Spacer-IOxHis in 293 HEK-Zellen (ATCC CRL 1573) zelgt. daB nur eine 

einzige mit anti-Furin monol<lonalen Antikorper reaktive Protein-Bande, und diese in der erwarteten Molekulgr63e von 
etwa 60kD (unter Berucksichtigung der Glycosylierung) zu finden ist. Mit an Ni^^ NTA gekoppelter alkalisclier Phos- 
phatase wurde zudenn die BIndungstahigkeit der Histidin-getagten Molekule nachgewiesen (Fig. 5). 

Urn den C-terminalen Furln-Anteil welter zu verkurzen, wurde prFurlnAcys-Spacer-IOxHis zunachst partlell nnit 

10 Saul und anschlieBend vollstandig mit MamI geschnitten. In die Schnittstelle wurde ein DNA-Fragment regeneriert aus 
den annealten Oligonukleotlden #3787 (5'-GGACCGCTCT GGCGAGTGGG TCCTCGAGAT TGAAAACACC AGC- 
GAAGCCA ACAACTATGG GACGGT-3') (SEQ, ID. NO. 24) und #3788 (5'-TCAAGCGTGC CATAGTTGTT GGCTT- 
CGCTG GTGTTTTCAA TCTCGAGGAC CGACTCGCCA GAGGGGTCC-3') (SEQ. ID. NO. 25) inseriert. Das resultie- 
rende Plasmid wurde prFurlnAAcys-Spacer-IOxHis genannt. Es kodiert fur ein C-terminal deletlertes Furin, das die 

IS ersten 563 Anninosauren von Furin enthalt, getolgt von einem Spacer, bestehend aus einem Glutamlnsaure-Rest, funf 
Glycin-Resten und zehn Histidin-Resten. 

Der Uberstand transient mit diesem Konstrukt transfizierter 293 HEK-Zellen wies im Gegensatz zu nicht-transfi- 
zierten Zellen im fluorogenen Substrat-Test Prozessierungsaktivitat auf . 

20 Beispiel 4: 

Nachweis der enzymatischen Aktivitat von rFurinATM-His 

DerNachweis der Furin- oder Fusionsproteln-Aktivitat erfotgte mittels niedermolekularem Peptidsubstrat Boc-Arg- 
25 Val-Arg-Arg-AMC. Durch Einwirkung von Furin wird vom Substrat AMG (7-Amino-4-Methylcoumarln) abgespalten. Los- 
liches AMG besitzt dabei gegenuber dem Peptid-AMC fluoreszierende Eigenschaften, die zur Aktivitatsbestimmung 
von Furin benutzt werden konnen. Der fluoreszenzspektroskopische Nachweis der Furin- oder Fusionsprotein-Aktivitat 
erfolgte bei 30**C In geruhrten Quarzkuvetten in einem Testvolumen von 2 ml. 1,7 ml lOOmM HEPES-Puffer (pH 7,4. 
1 mM CaClg und 1 mM 2-Mercaptoethanot) wurden mit 0,1 ml Substratlosung (Substrat Endkonzentration im Test: 0.1 
30 mM) und 0,2 ml Probe vermischt. Die Fluoreszenz wurde bei einer Wellenlange von 380 nm angeregt. Nach 2 Stunden 
Inkubation wurde die Fluoreszenz-Emission bei 438 nm gemessen (Tabelle 1 ). 

Tabelie 1: Aktivitatsnachweis von CHO-rFurinATM-His 

55 Die Uberstande verschiedener permanenter GHO-rFurinATM-His-Zellklone und als Kontrolle von CHO-rvWF/rFu- 

rin- und CHO-Zellen wurden dem AMC-Peptid-Subst rat-Test unterzogen. Die Intensitat der Fluoreszenz-Emission be! 
438 nm gibt die Aktivitat wieder. 



Tabelle 1 



40 



45 



ZELLKLONE 


INTENSITAT 


CHO-rFurinATM-His 


2524 






CHO-rvWF/rFurin 


444 






CHO 


166 



Beispiel 5: 

Immobilisierung von Fusionsprotein rFurinATA/l-His an einen Trager 

Permanente CHO-Zellen, transfiziert mit gemaB Beispiel 3 konstruiertem Expressionsvektor prFurinATM-His, wur- 
den in Rollerflaschen im Medium angezuchtet. Das Zellkuiturmedium wurde abgezogen, die Zellen sorgfaltig mit PBS 
gewaschen und in serumfreiem Selektionsmedium weiterinkubiert. Der Zellkulturuberstand wurde anschlieBend alle 
24 Stunden abgezogen und durch neues Medium ersetzt. Die Uberstande wurde gesammelt und vereinigt. Zur Ad- 
sorption von sekretiertem rFurinATM-His an Ni2+-NTA Agarose wurde 1 I Zellkulturuberstand mit Imldazol bis zu einer 
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Endkonzentration von 2 mM versetzt. 1 ml Ni2+-NTA Agarose zugegeben und die Suspension untervorslchtigem Schut- 
teln bei 4**C inkubiert. Das trager- und matrixgebundene Fusionsprotein wurde durch einf aches Absitzen oder Zenri- 
fugation vom Uberstand getrennt. Die Saulenmatrix mit gebundenem rFurinATM-His wurde in 10 ml Puffer A (300mM 
NaCI, 10% Glycerin. ImM p-Mercaptoethanol, 2mM Imidazol, 5 mM Hepes pH 7,0. 2 mM CaClg. 2 mM MgCy resus- 

5 pendiert und anschlieBend f Or 1 0 min bei 600 g zentrif ugiert. Das Pellet wurde im gteichen Puffervolumen resuspendiert 
und eine Chromatographie-Saule damit beladen. Die Saule wurde anschlieBend mit 5 ml Puffer A, enthaltend 2 mM 
Imidazol. gewaschen und mit 5 ml serumfreiem Selektionsmedium equilibriert. 

Die Elution von rFurinATM-His erfolgte mit Puffer A enthaltend 200 mM Imidazol. Die enzymatische Aktivltat von 
rFurinATM-His erfolgte analog zu Beispiel 4. Das Ergebnis ist in Tabelle 2 zusammengefaBt. Es zeigte sich, daB rFu- 

10 rinATM-His an die Saulen-matrix bindet und als aktives Molekul wieder von der Saule elulerbar ist. 

Tabelle 2: Die Aktivltat von rFurinATM-Hls vor BIndung an die Ni^'^'-NTA-Matrlx sowie nach Elution von der 
Matrix 

75 

Tabelie 2 



20 



30 



3S 



UBERSTANDE 


INTENSITAT 


Rolleruberstand 




CHO-rFurlnATM-His 


2664 






Equllibrierung 








I.Waschen 


340 






2.Waschen 


280 






3.Wa5chen 


121 






Eluat 


2820 



Die Aktivltat von CHO-rFurinATM-His-Zellen aus Zellkulturuberstanden vor der Bindung an die Saulenmatrix, der 
einzelnen Waschfraktionen sowie des Eluats wurden mittels AMC-Peptid-Substrat-Test bestimmt. 

Beispiel 6 

Aktivierung von pro-vWF an immobilisiertem Fusionsprotein 

Die gema3 Beispiel 5 hergestellte rPurinATM-His-Ni^^-Saule wurde zur Prozessierung von rpro-vWF zu n/WF 
eingesetzt. Dazu wurden uber die Saule 20 ml auf 2 mM Imidazol eingestellter, serumfreier Zellkulluruberstand von 
CHO-rvWF-Zellen geleitet. Aliquote des Eluats wurden uber Western Blot (gema3 Beispiel 2) analysiert. Proben des 
Zelikulturuberstandes, die keiner Proteasebehandlung unterzogen wurden, dienten ats Kontroile. Proben von Zellkul- 
turOberstanden von CHO-rvWF zeigten einen zu etwa 40% unprozessierten pro-vWF, wogegen in Proben des Sauie- 
neluats nur vollstandig prozessterten vWF nachgewiesen wurde. 

Beispiel 7: 

Reinigung von His-getagten rFurin-Fusionsproteinen an N|2'*'-NTA-Matrix 

Stabile CHO-Zellklone, die rFurinAcys-Spacer-IOxHis sezernieren, wurden gemaQ Beispiel 2 hergestellt und eine 
mit frischem. serum-frelen Kulturmedium aquilibrierte Ni^-^-'NTA-Matrlx mit konditioniertem Medium solcher Klone be- 
laden. Adsorbierte Proteine wurden mit Elutionspuffer, enthaltend steigende Konzentrationen an Imidazol, von der 
Saule eluiert und Aliquote der einzelnen Fraktionen im SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden anschlieBend mit 
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Silber gefarbt.bzw. mittels Western-Blol-Analyse detektiert (Fig. 6). Die Silberfarbung zeigte. da3 eine Vielzahl von 
Proteinen, enthalten im konditionierten Medium an die Matrix binden konnen, jedoch bereits bei niedrlger Imidazol- 
Konzenlration wieder eluiert werden. Bei einer I midazol-Konzent ration bis etwa lOOmM wurden Kontaminanten von 
der Saule eluiert, wogegen Fraktionen, die bei hoherer Imidazot-Konzentration eluiert wurden, nur noch ein Protein 
enthielten. Dieses Protein wurde im Western-Blot nnit anti-Furin-Antikdrpern als rFurinACys-Spacer-1 OxHIs identifiziert. 

Der EinflufB von Imidazol aut die Furin-Aktivitat wurde bestimmt. Dazu wurde ein rFurinACys-Spacer-IOxHis-hal- 
tiger CHO-Uberstand mit steigenden Mengen von Imidazol versetzt und die Proben anschlie3end einem fluorogenen 
Substrat-Test (gemaB Beispiel 4) unterzogen. Tabelle 3 zeigt, da3 mit steigender Imidazol-Konzentration die Fahigkeit 
identischer rFurin-Derivat-Mengen zur Umsetzung des fluorogenen Substrats sukzessive reduziert wird und die An- 
wesenheit von Imidazol die Furin-Aktlvitat somit inhiblert. 



TABELLE 3: 



Inhibition der Furin-Aktivitat in Anwesenheit von Imidazoi 


rFurin haltiger Ulaerstand oder 
IViedium 


Imidazoi Konzentration in Probe 
(mM) 


Furin-Aktivitat (Gemessene 
Fluoreszenz Units) 


CHO-rFurin 


0 


>1000 




50 


818 




100 


587 




200 


469 




500 


24 


CHO (ohne rFurin) 


0 


43 


Medium (ohne CHO) 


0 


32 



IS 



20 



2S 



30 



35 



40 



45 



SO 



55 



Imidazol-haltige rFurin-Derivat-Fraktionen wurden daher gegen 20mM Hepes pH 7,0, ImM CaClg, ImM p-Mer- 
captoethanol uber Nacht bei 4°C dialysiert, Bei einem Vergleich der Proben vor und nach Dialyse zeigt sich, daB die 
Aktivitat von rFurinACys-Spacer-IOxHis nach Entfernen des Imidazolsdurch Dialyse von 408 auf >1000 Units (Fraktion 
mit 333 mM Imidazol eluiert) bzw. von 24 auf >1000 Units (Fraktion mit 780 mM Imidazol eluiert) wiederhergestellt 
werden konnte. 

Die schnelle und sehr saubere Reinigung der Histidin-getagten rFurin-Derivate mittels der beschriebenen Methode 
ermoglicht somit eine groBtechnische Prozeftentwicklung, z.B. gereinigte Pro-rvWF Molekule (oder andere Target- 
Proteine) durch Epitop-getagte rFurin-Derivate in Losung zu prozessieren. Nach vollstandiger Prozessierung konnen 
die beiden Reaktionspartner mittels Ni2+-NTA- Matrix selektiv vonelnander getrennt werden, wobei das vollstandig pro- 
zessierte Substrat im DurchfluB entfernt und das rFurin-Derivat an die Matrix gebunden wird. Nach Elution von der 
Saulenmatrix und Dialyse steht das rFurin-Derivat fur eine neuerliche Prozesslerungsreaktion zur Verfugung. Auf diese 
Weise ist as moglich. mittels wiederholter solcher rFurin-Derivat "Recycling"-Schritte mit verhaltnismaBig wenig rFurin- 
Derivat in vitro, eine vergleichsweise groBe Mange von Pro-rvWF zu prozessieren. 

Beispiel 8: 

Nachweis der enzymatischen Aktivitat von immobiiisiertem rFurinACys-Spacer-IOxHis 

Der Nachweis der funktioneifen Aktivitat von immobiiisiertem rFurinACys-Spacer-IOxHis erfolgte durch Prozes- 
sierung des Furinspezifischen, fluorogenen Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AMC-Substrats (gemass Beispiel 4). 

Dazu wurde 1 ml in Serum-freiem Zellkulturmedium aquilibrierte Ni2+-NTA-Matrix (Quiagen) bei 4''C mit 10ml Imi- 
dazol-freiem CHO-rFurinACys-Spacer-IOxHis-ZellkulturOberstand, bzw. als Negativ-Kontrolle mit konditioniertem Me- 
dium ntcht-manipullerter CHO-Zellen, beladen. Dann wurde die Matrix bei Raumtemperatur dreimal mit Serum-freiem 
Zellkulturmedium gewaschen und bei SO'^C anschlieBend das fluorogene Substrat mit immobiiisiertem rFurinACys- 
Spacer-IOxHis in Kontakt gebracht. Als Positiv-Kontrolle wurde CHO-rFurlnACys-Spacer-IOxHIs-ZellkulturOberstand 
auf seine Fahigkeit getestet, fluorogenes Substrat in Losung umzusetzen. 

Aquivalente Mengen (200jil) des Ausgangs-Zellkulturuberstandes, der DurchfluR-Fraktionen undder Waschschrit- 
te wurden, wie in Beispiel 4 beschrieben, auf ihren rFurin-Derivat-lnhalt mittels fluorogenem Substrat-Test untersucht. 
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Die ermltlelten Substrat-Spaltungskapazitats-Werte wurden mit den Werten jener Substrathalligen Losungen vergli- 
chen, die mit der rFurin-Derivat gekoppelten Saulenmatrix exponiert waren. 

Es zeigte sich, daB bei entsprechender Exposition Ni^+NTA-Matrix gebundenes rFurinACys-Spacer-IOxHis mehr 
als 1 000 Einheiten fluorogenen Substrats umsetzte und damit vergleichbar der Umsetzung des fluorogenen Substrats 
s durch nicht-immobilisiertes rFurin-Derivat war. Mit kondilioniertem Medium unmanipulierter CHO-Zellen "betadene" 
Saulenmatrix fuhrte zu Reiner Spaltung des fluorogenen Substrates. 

Dies zeigte, daB rFurinACys-Spacer-IOxHis nicht nur in Losung, sondern auch im immobilisierten Zustand pro- 
teolytische Aktivitat vermittelt. Abhangig vom Substrat (z.B. von Proproteinen rFIX, rFX, rvWF, rPC, rPS, etc.) ist es 
unter Umstanden sinnvoll, die sterische Bindung des rFurin-Derivats an die Matrix durch entsprechende Variation des 
10 Spacers (z.B. Verlangerung des Spacers und/oder Wahl der Spacer-Amlnosauren, um z.B. starres Abstehen von der 
Matrix Oder groBere Beweglichkeit zu erwirken) zu optimieren und so die Prozessierung noch zu verbessern bzw. fur 
ein gegebenes Substrat zu optimieren. Alternatlv konnen Saulenmathces verwendet werden, bei denen das gebundene 
rFurin-Derivat uber einen langeren Saulenarm mit der Matrix verbunden ist, wie beispielswelse bei Tentakelgelen (siehe 
Beispiel 10). 

75 

Beispiel 9: 

In vitro-Prozessierung von gereinigtem rvWF-Vorlaufer durch gerelnigtes rFurtnACys-Spacer-IOxHis 

20 pro-rvWF-Vorlauferprotein wurde bis zur Homogenilat gereinigt (mit einem rvWF -Antigen :Gesamt-P rotein-Verhalt- 

nis von 2) und 10ijg pro-n^WF mit 1340 U gereinigtem rFurinACys-Spacer-IOxHis (siehe Beispiel 7) in Puffer (0,87mM 
CaCl2. 17mM Hepes pH 7,0, 0.87mM Mercaptoethanol) bei 37"C inkubiert. Die Negativ-Kontrolle, ein unmanipulierter 
CHO-Zellkulturuberstand (ohne rFurinACys-Spacer-IOxHis) wurde auf der Ni2+ NTA-Matrix in analoger Weise aufbe- 
reitet. 

25 Aliquote der Reaktionsgemische wurden zu Testbeginn als auch zu unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen 

und weggefroren. Nach Beendigung der Inkubation wurden diese Aliquote unter reduzierten und denaturierten Bedin- 
gungen im SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot rvWF-reaktives Material (gemaB Beispiel 1 ) visualisiert. 

Figur 7 zeigt die Prozessierung von gereinigtem pro-rvWF durch gereinigtes rFurinACys-Spacer-IOxHis unter de- 
finierten Bedingungen. Wahrend in Anwesenheit des rFurin-Derivats pro-vWF bereits nach vier Stunden vollstandig 

30 prozessiert war (Figur 7. oben). wurde bei Abwesenheit des rFurin-Derivats keine Prozessierung beobachtet (Figur 7, 
unten). Bei.langerer Inkubation mit dem rFurin-Derivat wurden prozessierte rvWF-Molekule nicht welter proteolytisch 
abgebaut und die molekulare Integritat der reifen rvWF-Molekule blieb uber den gesamten Zeitraum der rFurin-Expo- 
sition stabil (Figur 7, oben). 

35 Beispiel 10: 

Prozessierung von Pro-Proteinen mittels an Chelat-Tentalcelgelimmoblllsiertem rFurinACys-Spacer-IOxHis 

Um die Interaktion von zu spaltendem Substrat mit Saulen-gebundenem rFurin-Derivat gegebenenfalls zu ver- 
40 bessern, wurde untersucht, ob als Saulen-Matrix statt Ni2+-NTA-Agarose in einem experimentellen Ansatz Fractogel 
EMD(i>-Tentakelgel (Fa. Merck) verwendet werden kann. Da die Metallionen hierbei im Vergleich zur Ni2+-NTA-Agarose 
raumlich weiter von der eigentlichen Saulen-Matrix entfernt sind. konnte eine verbesserte sterische Zuganglichkeit des 
gebundenen rFurin-Derivats ermoglicht werden. In dem vorliegenden Ansatz wurde Pro-Protein (pro-vWF) durch Ten- 
takelgel gebundenes rFurinACys-Spacer-IOxHis prozessiert: 
45 Das Fractogel EMD®-Tentakelgel wurde nach Herstellervorschrift mit Ni2+-lonen beladen und mit frischem Serum- 

f reien Zellkulturmedium aquilibriert. AnschlieBend wurde die Saule mit Serum-treiem CHO-rFurinACys-Spacer-1 OxHis- 
Uberstand beladen. Waschschritte erfolgten durch Serum-freies Zellkulturmedium, enthaltendsteigendelmidazol-Kon- 
zentrationen bis 40mM. AnschlieBend wurde dasPro-Protein-Substratals Serum-freier CHO-Uberstand uber die Saule 
geleitet. Mittels Westem-Blot-Analyse mit spezifischem vWF -Antiserum wurde die Prozessierung von Pro-Protein zu 
50 Protein im DurchfluB der Saule nachgewiesen. 
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Beispiel 11: 

Prozessierung von einzelkettigem rFX zu rFX leichte/schwere Kettedurch rFurinATM-His und rFurinACys-Spa- 
cer-His 

5 

a. Herstellung des rFX-Expressionsvektors 

Zur Herstellung von rekombinantem FX (rFX) wurde die cDN A von FX aus einer humanen Leber Lambda-cDNA- 

Bank, wie von Messier et al. beschrieben (1991, Gene 99:291-294), isollert. Aus einem positiven Klon wurde mittels 
10 PGR mil Ollgonukleotid#2911 (5'-ATTACTCGAGAAGCTTACCATGGGGCGCCCACTG-3')(SEQ.ID- NO. 26) als 5-Pri- 
mer und Oligonukleotjd #2912 (5'-ATTACAATTGCTGGAGGGATCCAG-3') (SEQ.ID.N0.27) als 3'-Prlmer ein DNA- 
Fragment amplifiziert, das die 1 ,467kB FX-kodlerende Sequenz sowie 39bp der 3'-nicht-translatierten Region, flankiert 
von einer Xhol-Schnittstelle, am 5'-Ende und einer Mfel-Schnittstelle ann 3'-Ende enthalt. Zusatzlich wurde durch den 
Primer #2911 die Sequenz ACQ vordas ATG des FX eingebaut, so da3 eine optimale Kozak-Transkriptions-Sequenz 
IS ensteht. Anschlie3end wurde dieses PGR-Produkt als Xhol/Mfel -Fragment in den mit Sail und EcoRI geschnittenen 
Expressionsvektor phAct kloniert. Das resultierende Expressionsplasmid wurde mit phAct-rFX bezeichnet (Figur 8). 

Der Expressionsvektor phAct umfaBt den humanen beta-Actin-Promotor, 78bp 5'UTR sowie das Intron, eIne mul- 
tiple Klonierungsschnittstelle und die SV40-Polyadenyiierungstelte. 

20 b. Expression von rFX in GHO-Zellen 

Zur Etablierung einer stabilen rFX-exprimierenden Zellinie wurden, wie in Beispiel 2 beschrieben. dhfr-defiziente 
CHOZellen mit dem Expressionsplasmid phAct-rFX und dem Selektionsmarker-plasmid pSV-dhfr co-transfiziert. Fur 
alle weiteren Expressions-und Funktionsanalysen wurden die Zellkulturen mit serumfreiem Selektionsmedium in An- 

25 wesenheit von 1 0 M^g/ml Vitamin K 24 Stunden lang inkubiert. Die Expression von rFX in den resultierenden Zellklonen 
wurde anhand der Antigenmenge (ELISA) nachgewiesen und das rekombinante Protein anschliefJend mit SDS-PAGE 
(wie in Beispiel 2 beschrieben) charakterisiert (Figur 9 A und B). In den Initialklonen und Subklonen liegt, wie im We- 
stern-Blot erkennbar (Figur 9 A), das rekombinante FX-Protein in der Form einer leichten Kette (LC) von 22kD und 
einer schweren Kette (HC) von 45kD vor, die identisch mit dem plasmatischen Faktor X-Protein sind. Zusatzlich ist 

30 eine Proteinbande bei 75kD zu erkennen, die dem einzelkettigen (SC) Molekul entspricht und deren Prasenz in FX- 
transfizierten CHO-Zellen (Wolf et al. J. Biol. Chem. 266:13726-13730. 1991) sowie in humanem Plasma (Fair et al. 
Blood 64: 1 94-204, 1 984) beschrieben wurde. Zur Herstellung von hochexprimierenden Klonen wurden die Initialklone 
mit steigenden Mengen Methotrexat amplifiziert und anschlie3end bis zur Stabilisierung subkloniert. Die Expression 
konnte von ca. 200-500 ng/1 0E6-Zellen bzw. 1 ]ig/m\ auf 30-50}ag/1 0E6-Zellen bzw. 1 0O^g/ml pro 24 Stunden gesteigert 

35 werden. Die Western -Blot-Analyse dieser hochexprimierenden Zellklonuberstande (Figur 9 B und Figur 9 A Spur 2) 
zeigt eine Anreicherung des einzelkettigen rFX-Molekuls sowie die Anwesenheit zusatzlicher Formen der leichten 
Kette. Neben der 22kD-Form der leichten Kette. die der plasmatischen Form entspricht (vollstandig carboxyliert ohne 
Propeptid) liegen zumindest zwei weitere Varianten der leichten Kette mit ca. 21 kD und 20kD vor. Die Heterogenitat 
der leichten Kette in diesen Klonen konnte mittels einer N-terminalen Sequenzierung des rekombinanten Materials auf 

40 eine unvollstandige Abspaltung des Propeptids (ca. 50% des rFX-Materials) sowie auf Untercarboxylierung (ca. 50% 
des rFX) zuruckgef Dhrt werden. Das 21 kD-Protein ist eine untercarboxylierte propeptid-haltige und das 20kD-Protein 
eine untercarboxylierte pro-peptid-f reie Form der leichten Kette, 

c. In vitro-Abspaltung des Propeptides und Prozessierung des einzelkettigen rFX in rFX leichte/schwere Kette durch 
45 rFurinATM-His Oder rFurinACys-Spacer-His. 

Aufgrund der Sequenzhomologie der Spaltstellen zwischen Faktor X Propeptid/N-Terminus der leichten Kette 
(RVTR/A) und zwischen leichter/schwerer Kette (RRKR/S) mit der Konsensus-Furin-Erkennungsequenz (RX^/^R/X) 
bestand die Moglichkeit, die Prozessierung sowohl einzelkettiger als auch Propeptid-haltige r rFX-Molekule durch rFurin 

so in vitro zu verbessern. Zellkulturuberstande von CHO-rFX und CHO-rFurinATM-His (beschrieben in Beispiel 3) sowie 
CHO-rFX und OHO (als Negativkontrolle) wurden im Vertialtnis 1:1 gemischt und bei 37**G inkubiert. Aliquote der 
Reaktionsansatze wurden vor Inkubation (t=0) und nach verschiedenen Inkubationszeiten (t=2, 4, 6 Stunden) mittels 
Western -Blot- Analyse auf prozessierten rFX getestet (Figur 10). Der Nachweis von rFX in den Zellkulturuberstanden 
erfolgte mittels eines anti-humanen FX-Antiserums (Figur 10 A) und eines monoklonalen Antikorpers spezifisch fur die 

55 leichte Kette des FX (Figur 10 B). 

Im Gegensatz zu dem CHO-rFX/CHO-Gemisch weist das CHO-rFX/CHO-rFurinATM-His schon nach zwei Stun- 
den Inkubation bei 37°C (Figur 10 A. Spur 7; Figur 10 B. Spur 8) eine fast vollstandige Prozessierung vor. Einzelkettiger 
rFX ist zum GroBteil in die leichte und schwere Kettenform umgesetzt. Im Bereich der leichten Kette wurden nur noch 
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die prozessierten Pro-Peptid-freien Formen von 22kD (carboxylierte Form) und 20kD (untercarboxylierte Form) in ei- 
nerti Verhaltnis von ca. 50:50 getunden. Die korrekte Abspaltung der Pro-Sequenz zwischen Arg-1 und Ala+1 und die 
Homogenitat des N-Terminusder leichten Kette wurde mittels N-terminaler Sequenzlerung f estgestellt. Im Kontrollex- 
periment, in dem CHO-rFX mit CHO-Uberstanden gemischt wurde, ist auch nach einer 6-stundigen Inkubation keine 
s Veranderung des rFX-Bandenmusters zu erkennen. Damit wurde nachgewiesen, daB rFurinATM-His im Uberstand 
von CHO-Zellen biologisch aktiv isl und sowohl die Prozessierung des Pro-Peptids als auch der schweren/leichten 
Kette von rPX durchfuhren kann. Die Prozessierung von rFX wurde aucli mit CHO-rFurinACys-Spacer-His-Konstrukten 
nachgewiesen. 

10 d, Aktivitat des in vitro prozessierten CHO-rFX 

Die Uberstande aus dem unter c.) angefuhrten Experiment wurden anschlieBend mittels FX-Coatest-Kit (Fa. Chro- 
mogenix) auf FX-Aktivitat getestet. Dazu wurden 50^1 von jedem Uberstand mit 50^1 FX-defizientem, humanen Plasma 
versetzt und laut Protokoll des Herstellers rFX mit Schlangengift (RVV) in Anwesenheit von CaClg zu rFXa umgesetzt; 
IS rFXa hydrolysiert anschlieBend das chromogene Substrat {S-2337) und f uhrt zur Freisetzung des gelbtarbigen Para- 
nitroanilin. Da die Menge an rFXa und die Farbintensitat proportional zueinander sind, kann anhand einer Elchgerade, 
interpoliert aus Werten einer Plasma-Verdunnungsreihe. die Menge zu rFXa aktivierbarem rFX/ml ZellkulturOberstand 
bestimmt werden. Mit diesen Ergebnissen und der bekannten rFX-Aritigenmenge (ELISA-Daten) kann der Anteil von 
dem in Faktor Xa aktiviertem rFaktor X in % ausgerechnet werden. Die Ergebnisse sInd in Tabelle 4 dargestellt. 
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Urn unspezifische, proteolytische Aktivitat in CHO- und CHO-rFurinATM-His-Uberstanden auszuschlieBen, wurde 
das Gemisch dieser beiden Zellkulturuberstande ebenso untersucht. Die geringen OD-Werte (weniger als 7% der 
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proteolytischen Aktivitat), die in diesen Uberslanden gefunden wurden. sind photometrische Schwankungen und liegen 
innerhalb der Standardabweichung. Signifikante unspezifische proteolytische Aktivitat in CHO-Uberstanden. die den 
Test beeinflussen konnte, wurde somit ausgeschlossen. 

CHO-rFX inkubiert mit CHO-Uberstanden (ohne rFurin) als Kontrolle zeigte auch nach 6 Stunden keinen wesent- 

5 lichen Anstieg der rFXa- Aktivitat. die aufgrund der experimentellen Schwankungen zwischen 1 50-200 mU/m I lag und 
19-25% funktionellem rFX entsprach. Wurde Inn Verglelch dazu CHO-rFX mit CHO-rFurinATM-His inkubiert, so ent- 
stand schon nach zwei Stunden eine signifikante Steigerung der rFX-Aktivitat, die nach 6 Stunden 344nnU/ml bzw. 
43% funktlonellen Anteil des CHO-rFX errelchte. Diese Daten korrelleren sehr gut mit der Anwesenheit von 50% der 
aktiven bzw. carboxylierten leichten Kette mit 22kD und 50% der inaktiven bzw. untercarboxylierten leichten Kette mit 

10 20kD in diesen behandelten Uberstanden (Figur 10). 

Damit wurde nachgewiesen, daQ durch in vitro-Prozessierung von CHO-rFX aus hochexprimierenden Klonen mit- 
tels rFurin-Derivat der Anteil von zu funktionellem rFXa aktivierbaren rFX wesentlich verbessert wird. 
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SEQUENZPROTOKOXili 



ALIiGEMEXNE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: XMMUNO AG 

(B) STRASSE: Industriestrasse 67 

(C) ORT: Wien 

(D) BUNDESIAND: Austria 

(E) U\ND: Austria 

( F) POSTIiEITZAHL : 122 0 



(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Herstellung von Proteinen aus 
Proteinen durch Fusionsproteine abgeleitet von Furin oder 
Furinanalogen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 27 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NTO: 1: 

( 1 } SEQUENZKEMNZEXCHEN : 

(A) LiANGE: 75 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Elnzeletrang 

(D) TOPOIOGXE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genom-DNA 

(xi) SEQtTENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
GGCCATCGAT TGAATTCCCC GGGGTCCTCT AGAGTCGACC TGCAGAAGCT TAGTACTAGT 
AGGCCTAGGG CCCTA 



(21 ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SBQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IjAngE: 75 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzclstrang 
(D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DES MOIiEKfJIiS : . Genom-DNA i 

(XX ) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 
GGCCTAGGGC CCTAGGCCTA CTAGTACTAA <3CTTCTGCAG GTCGACTCTA GAGGACCCCG 
GGGAATTCAA TCGAT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SBQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) topoijOGIB: linear 

(11) ART DES MOLEKUIiS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GATAAGCTTG TCGACCATGG AGCTGAGGCC CTG 



(21 ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

( i ) SBQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



.0775750A2J_> 
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<il) ART DBS MOLEKOXiS: Genom-DKA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBXRIG: SEQ ID NO: 4: 
7UVGTCATGAA TTCTTACAGC AGCCCTGCGC GCAG 

<2) ANGABEN ZD SBQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

<A) IiANGE: 2120 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOIiS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
ATGGAGCTGA GGCCCTGGTT GCTATGGGTG GTAGCAGCAA GAGGAACXITT GGTCCTGCTA 
GCAGCTGATG CTCAGGGCCA GAAGGTCTTC ACCAACACGT GGGCTGTGCG CATCCCTGGA 
GGCCCAGCGG TGGCCAACAG TGTGGCACGG AAGCATGGGT TCCTCAACCT GGGCCAGATC 
TTCGGGGACT ATTACCACTT CTGGCATCGA GGAGTGACGA AGC3GGTCCCT GTCX3CCTCAC 
GGCCCGCGGC ACAGCCGGCT GCAGAG<3GA6 CCTCAAGTAC AGTGGCTGGA ACAGCAGGTG 
GCAAAGCGAC GGACTAAACG GGACGTGTAC CAGGAGCXTCA CAGACCCdAA GTTTCCTCAG 
CAGTGGTACC TGTCTGGTGT CACTCAGCX3G GACCTGAATG TGAAGGCGGC CTGGGCGCAG 
GGCTACACAG GGCACGGCAT TGTGGTCTCC ATTCTGGACX3 ATGGCATCGA GAAGAACCAC 
CCGGACTTGG CAGGCAATTA TGATCCTGGG GCCAGTTTTG ATGTCAATGA CCAGGACCCT 
GACCCCCAGC CTCGGTACAC ACAGATGAAT GACAACAGGC ACGGCACACG. GTGTGCGGGG 
GAAGTGGCTG CGGTGGCCAA CAACX3GTGTC TGTGGTGTAG GTGTGGCCTA CAMGCCCXSC 
ATTGGAGGGG TGCGGATGCT GGATGGCGAG GTGACAGATG CAGTGGAGGC ACGCTCGCTG 
GGCCTGAACC CCAACCACAT CCACATCTAC AGTGCCAGCT GGGGCCCCGA GGATGACGGC 
AAGACAGTGG ATGGGCCAGC CCGCCTCGCC GAGGAGGCCT TCTTCCX3TGG GGTTAGCCAG 
GGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CATCTTTGTC TGGGCCTCGG GGAACGGGGG CCGGGAACAT 
GACAGCTGCA ACTGCGACGG CTACACCAAC AGTATCTACA CGCTGTCCAT CAGCAGCGCC 
ACGCAGTTTG GCAACGTGCC GTGGTACAGC GAGGCCTGCT CGTCCACACT GGCCACGACC 
TACAGCAGTG GCAACCAGAA TGAGAAGCAG ATCGTGACGA CTGACTTGCG GCAGAAGTGC 
ACGGAGTCTC ACACGGGCAC CTCAGCCTCT GCCCCCTTAG CAGCCGGCAT CATTGCTCTC 
ACCCTGGAGG CCAATAAGAA CCTCACATGG CGGGACATGC AACACCTGGT GGTACAGACC 
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30 



TCGAAGCCAG CCCACCTCAA TGCCAACGAC TGGGCCACCA ATGGTGTGGG CCGGAAAGTG 1260 

AGCCACTCAT ATGGCTACGG GCTTTTGGAC GCAGGCGCCA TGGTGGCCCT GGCCCAGAAT 1320 

TGGACCACAG TGGCCCCCCA GCGGAAGTGC ATCATCOACA TCCTCACCGA GCCCAAAGAC 1380 

ATCGGGAAAC GGCTCGAGGT GCGGTUIGACC GTGACCXSCGT GCCTGGGCGA GCCCAACCAC 1440 

ATCACTCGGC TGGAGCACGC TCAGGCGCGG CTCACCCTGT CCTATAATCG CCGTGGCGAC 1500 

CTGGCCATCC ACCTGGTCAG CCCCATGGGC ACCCGCTCCy\. CCCTGCTGGC AGCCAGGCCA 1560 

CATGACTACT CCGCAGATGG GTTTAATGAC TGGGCCTTCA TGACAACTCA TTCCTGGGAT 1620 

GAGGATCCCT CTGGCGAGTG GGTCCTAGAG ATTGAAAACA CCAGCGAAGC CAACAACTAT 1680 

GGGACGCTGA CCAAGTTCAC CCTOGTACTC TATGGCACCG CCCCTGAGGG GCTGCCCGTA 1740 

CCTCCAGAAA GCAGTGGCTG CAAGACCCTC ACGTCCAGTC .AGGCCTGTGT GGTGTGCX3AG 1800 

GAAGGCTTCT CCCTGCACCA GAAGAGCTGT GTCCAGCACT GCCCTCCAGG CTTCGCCCXTC 1860 

CAAGTC?CTCG ATACGCACTA TAGCACCGAG AATOACGTGG AGACCATCCG GGCCAGCGTC 1920 

TGCGCCCCCT GCCACGCCTC ATGTGCCACA TGCCAGGGGC CGGCCCTGAC AGACTGCCTC 1980 

AGCTGCCCCA GCCACGCCTC CTTGGACCCT GTGGAGCAGA CTTGCTCCCG. GCAAAGCCAG 2040 

AGCAGCCGAG AGTCCCCGCC ACAGCAGCAG CCACCTCGGC TGCCCCCGGA GGTGGAGGCG 2100 

GGGCAACGGC TGCGCGCAGG GCTGCTGTAA 2130 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(1) SEQUENZKEKNZEXCHEN: 

(A) IjAKGE: 709 AminosSuren 

(B) ART: Arainosaure 

(C) STRANGTOSM: Einzelstrang 

(D) TOPOIOGIE: linear 

(ii) ART- DBS MOLEKfiliS: Protein 

(xi) SEQUEKZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 

Met Glu Leu Arg Pro Trp Leu Leu Trp Val Val Ala Ala Thr Gly Thr 
1 5 10 15 

Leu Val Leu Leu Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Lys Val Phe Thr Asn 
20 25 30 



ss 



Thr Trp Ala Val Arg He Pro Gly Gly Pro Ala Val Ala Asn Ser Val 
35 40 45 

Ala Arg Lys His Gly Phe Leu Asn Leu Gly Gin He Phe Gly Asp Tyr 
50 55 60 
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Tyr His Phe Trp His Arg Gly Val Thr Lys Arg Ser Leu Ser Pro His 
65 70 75 80 

Arg Pro Arg His Ser Arg Leu Gin Arg Glu Pro Gin Val Gin Trp Leu 
85 90 95 

Glu Gin Gin Val Ala Lys Arg Arg Thr Lys Arg Asp Val Tyr Gin Glu 
100 ^ 105 110 

Pro Thr Asp Pro Lys Phe Pro Gin Gin Tzp Tyr Leu Ser Gly Val Thr 
115 120 125 

Gin Arg Asp Leu Asn Val Lys Ala Ala Trp Ala Gin Gly Tyr Thr Gly 
130 135 140 

His Giy He Val Val Ser He Leu Asp Asp Gly He Glu Lys Asn His 
145 150 155 160 

Pro Asp Leu Ala Gly Asn Tyr Asp Pro Gly Ala Ser Phe Asp Val Asn 
165 170 175 

Asp Gin Asp Pro Asp Pro Gin Pro Arg Tyr Thr Gin Met Asn Asp Asn 
180 185 190 

Arg His Gly Thr Arg Cys Ala Gly Glu Val Ala Ala Val Ala Asn Asn 
195 200 205 

Gly Val Cys Gly val Gly Val Ala Tyr Asn Ala Arg He Gly Gly Val 
210 215 220 

Arg Met Leu Asp Gly Glu Val Thr Asp Ala Val Glu Ala Arg Ser Leu 
225 230 235 240 

Gly Leu Asn Pro Asn His He His He Tyr Ser Ala Ser Trp Gly Pro 
245 250 " 255 

Glu Asp Asp Gly Lys Thr Val Asp Gly Pro Ala Arg Leu Ala Glu Glu 
260 265 270 

Ala Phe Phe Arg Gly Val Ser Gin Gly Arg.Oly Gly Leu Gly Ser He 
275 280 285 

Phe Val Trp Ala Ser Gly Asn Gly Gly Arg Glu His Asp Ser Cys Asn 
290 295 300 

Cys Asp Gly Tyr Thr Asn Ser He Tyr Thr Leu Ser He Ser Ser Ala 
305 310 315 320 

Thr Gin Phe Gly Asn Val Pro Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser Ser Thr 
325 330 335 

Leu Ala Thr Thr Tyr Ser Ser Gly Asn Gin Asn Glu Lys Gin He Val 
340. 345 350 

Thr Thr Asp Leu Arg Gin Lys Cys Thr Glu Ser His Thr Gly Thr Ser 
355 360 365 

Ala Ser Ala Pro Leu Ala Ala Gly He He Ala Leu Thr Leu Glu Ala 
370 375 380 
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Asn Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Qln His Leu Val Val Gin Thr 
385 390 395 400 

ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val 
^ 405 410 415 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 
420 425 430 

10 Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Arg 

435 440 445 

Lys cys He He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 
450 455 460 

Leu Glu Val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glu Pro Asn His 
465 470 475 480 

He Thr Arg Leu Glu His Ala Gin* Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 
485 490 495 

Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg 
500 505 5X0 

Ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
515 520 525 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 
530 535 540 

Gly Glu Trp Val Leu Glu He Glu Asn Thr Ser Glu Ala Asn Ash Tyr 
545 550 555 560 

Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro Glu 

565 570 575 

Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser Gly Cys Lys Thr Leu Thr Ser 
580 565 590 

Ser Gin Ala Cys Val Val Cys Glu Glu Gly Phe Ser Leu His Gin Lys 
595 600 605 

Ser Cys Val Gin His Cys Pro Pro Gly Phe Ala Pro Gin Val Leu Asp 
6X0 615 620 

Thr His Tyr Ser Thr Glu Asn Asp Val Glu Thr He Arg Ala Ser Val 
625 €30 635 640 

Cys Ala Pro Cys His Ala Ser Cys Ala Thr Cys Gin Gly Pro Ala Leu 
645 650 655 

Thr Asp Cys Leu Ser Cys Pro Ser His Ala Ser Leu Asp Pro Val Glu 
SO 660 665 670 

Gin Thr Cys Ser Arg Gin Ser Gin Ser Ser Arg Glu Ser Pro Pro Gin 
675 €80 685 
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Gin Gin Pro Pro Arg Leu Pro Pro Glu Val Glu Ala Gly Gin Arg Leu 
690 695 700 
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Arg Ala Gly Leu Leu 
705 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

5 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 50 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Binzelstrang 
10 (D) TOPOIjOGIE: linear 

(ii) ART DES MOIjEKUIiS : Genom->DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7 : 

75 

CTAGAATTCA ATGATGATGA TGATGATGCC CTGCGCGCAG CCGTTGCCCC 50 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 



(i) SEQUENZKENNZEICHBN: 

(A) LftNGE: 2142 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid * 

(C) STItANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIjOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKUIiS: Genom~DNA 
(xi) SEQXJENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

ATGGAGCTGA GGCCCTGGTT GCTATGGGTG GTAGCAGCAA CaiGGAACCTT GGTCCTGCTA 60 

GCAGCTGATC CTCAGGGCXSl QAAGGTCTTC ACCAACACGT GGGCTGTGC3G C31TCCCTGGA 120* 

GGCCCAGCGG TGGCCAACAG TGTGGCACGG AAGCATGGGT TCCTCAACCT GGGCCAGATC 180 

TTCGGGGACT ATTACCACTT CTGGCATCGA GGAGTGACGA AGCGGTCCCT GTCGCCTCAC 240 

' CGCCCGCGGC ACAGQCGGCT GCAGAGGGAG CCTCAAGTAC AGTGGCTGGA ACAGCAGGTG 300 

. GCAAAGCGAC GGACTAAACG GGACGTGTAC CAGGAGCCCA CA6ACCCCAA GTTTCCTCAG 360 

CAGTGGTACC TGTCTGGTGT CACTCAGCGG GACCTGAATG TGAAGGCGGC CTGGGCX3CAG. 420 

GGCTACACAG GGCACGGCAT TGTGGTCTCC ATTCTGGACG ATGGCATCGA GAAGAACCAC 480 

CCGGACTTGG CAGGCAATTA TGATCCTGGG GCCAGTTTTG ATGTCAATGA CXJAGGACCCT 540 

GACCCCCAGC CTCGGTACAC ACAGATGAAT GACAACAGGC ACGGCACACG GTGTGCGGGG 600 

GAAGTGGCTG CGGTGGCCAA CAACGGTGTC TGTGGTGTAG GTGTGGCCTA CAACX3CCCGC 660 

ATTGGAGGGG TGCGCATGCT GGATGGCGAG GTGACAGATG CAGTGGAGGC ACGCTCGCTG 720 

GGCCTGAACC CCAACCACAT CCACATCTAC AGTGCCAGCT GGGGCCCCGA GGATGACGGC 780 

AAGACAGTGG ATGGGCCAGC CCGCCTCGCC GAGGAGGCCT TCTTCCGTGG GGTTAGCCAG 840 
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GGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CATCTTTGTC TGK5GCCTCGG GGAACGGGGG CCGGGAACAT 900 

GACAGCTGCA ACTGCGACGG CTACACCAAC AGTATCTACA CGCOXSTCCAT CAGCAGCGCC 960 

ACGCA6TTTG GCAACGTGCC GTGGTACAGC GAGGCCTGCT CGTCCACACT GGCCACGACC 1020 

TACAGCAGTG GCAACCAGAA TGAGAAGCAG ATCGTGACGA CTGACTTGCG GCAGAAGTGC 1080 
ACGGAGTCTC ACACGGGCAC CTCAGCCTCT GCCCCCTTAG CAGCCGGCAT CATTGCTCTC . 1140 

ACCCTGGAGG CCAATAAGAA CCTCACATGG CGGGACATGC AACACCTGGT GGTACAGACC 1200 

TCGAAGCCAG CCCACCTCAA TGCCAACGAC TGQGCCACCA ATGGTGTGGG CCGGAAAGTG 1260 

AGCCACTCAT ATGGCTACGG GCTTTTGGAC GCAGGCGCCA TGGTGGCCCT GGCCCAGAAT 1320 

TGGACCACAG TGGCCCCCCA GCGGAAGTGC ATCATCX3ACA TCCTCACCGA GCCCAAAGAC 1380 

ATCGGGAAAC GGCTCGAGGT GCGGAAGACC GTGACCGCGT GCCTGGGCGA GCCCAACCAC 1440 

ATCACTCGGC TGGAGCACGC TCAGGCGCGG CTCACCCTGT CCTATAATCG CCGTGGCGAC 1500 

CTGGCCATCC ACCTGGTCAG CCCCATGGGC ACCCGCTCCA CCCTGCTGGC AGCCAGGCCA 1560 

CATGACTACT CCGCAGATGG GTTTAATGAC TGGGCCTTCA TGACAACTCA TTCCTGGGAT 1620 

GAGGATCCCT CTGGCGAGTG GGTCCTAGAG ATTGAAAACA CCAGCGAAGC CAACAACTAT 1680 

GGGACGCTGA CCAAGTTCAC CCTCGTACTC TATGGCACCG CGCCTGAGGG GCTGCCCGTA 1740 

CCTCCAGAAA GCAGTGGCTG CAAGACCCTC ACGTCCAGTC AGGCCTGTGT GGTGTGCGAG 1800 

GAAGGCTTCT CCCTGCACCA GAAGAGCTGT GTCCAGCACT GCCCTCCAGG CTTCGCCCCC 1860 

CAAGTCCTCX5 ATACGCACTA TAGCACCX5AG AATGACX3TGG AGACCATCCG GGCCAGCGTC 1920 

TGCGCCCCCT GCCACGCCTC ATGTGCCACA TGCCAGGGGC CGGCCCTGAC AGACTGCCTC 1980 

AGCTGCCCCA GCCACGCCTC CTTGGACCCT GTGGAGCAGA CTTGCTCCCG GCAAAGCCAG 2040 

AGCAGCCGAG AGTCCCCGCC ACAGCAGCAG CCACCTCGGC TGCCCCCGGA GGTGGAGGCG 2100 

GGGCAACGGC TGCGCGCAGG GCATCATCAT CATCATCATT GA 2142 

(2) ANGMEN ZU SEQ ID NO: ?: 

50 (i) SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LANGE: 713 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



10 



IS 



20 



2S 



30 



35 



40 



45 



55 



(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 
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<xi) SEQtTENZBESCHRBIBXnK! : SEQ ID NO: 9: 

Met Glu Leu Arg Pro Trp Leu Leu Trp Val Val Ala Ala Thr Gly Thr 
1 5 10 15 

Leu Val Leu Leu Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Lys Val Phe Thr Asn 
20 25 30 

Thr Trp Ala Val Arg He Pro Gly Gly Pro Ala Val Ala Asn Ser Val 

35 40 45 

Ala Arg Lys His Gly Phe Leu Asn Leu Gly Gin He Phe Gly Asp Tyr 
50 55 60 

Tyr His Phe Trp His Arg Gly Val Thr Lys Arg Ser Leu Ser Pro His 
65 70 75 80 

Arg Pro Arg His Ser Arg Leu Gin Arg Glu Pro Gin Val Gin Trp Leu 
85 90 95 

Glu Gin Gin Val Ala Lys Arg Arg Thr Lys Arg Asp Val Tyr Gin Glu 
100 105 110 

Pro Thr Asp Pro Lys Phe Pro Gin Gin Trp Tyr Leu Ser Gly Val Thr 
11.5 120 125 

Gin Arg Asp Leu Asn Val Lys Ala Ala Trp Ala Gin Gly Tyr Thr Gly 
130 135 140 

His Gly He Val Val Ser He Leu Asp Asp Gly He Glu Lys Asn His 

145 150 155 160 

Pro Asp Leu Ala Gly Asn Tyr Asp Pro Gly Ala Ser Phe Asp Val Asn 
165 170 175 

Asp Gin Asp Pro Asp Pro Gin Pro Arg Tyr Thr Gin Met Asn Asp Asn 
180 185 190 

Arg His Gly Thr Arg Cys Ala Gly Glu Val Ala Ala Val Ala Asn Asn 
195 200 205 

Gly Val Cys Gly Val Gly Val Ala Tyr Asn Ala Arg He Gly Gly Val 
210 215 220 

Arg Met Leu Asp Gly Glu Val Thr Asp Ala Val Glu Ala Arg Ser Leu 
225 230 235 240 

Gly Leu Asn Pro Asn His He His He Tyr Ser Ala Ser Trp Gly Pro 
245 250 255 

Glu Asp Asp Gly Lys Thr Val Asp Gly Pro Ala Arg Leu Ala Glu Glu 
260 265 270 

Ala Phe Phe Arg Gly Val Ser Gin Gly Arg Gly Gly Leu Gly Ser He 
275 280 285 

Phe Val Trp Ala Ser Gly Asn Gly Gly Arg Glu His Asp Ser Cys Asn 
290 295 300 
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cys Asp Gly Tyx Thr Asn Ser He Tyr Ttor Leu Ser He Ser Ser Ala 
305 310 320 

Thr Gin Phe Gly Asn Val Pro Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser Ser Thr 
5 325 330 335 

Leu Ala Thr Thr Tyr Ser Ser Gly Asn Gin Asn Glu Lys Gin He Val 
340 345 350 

10 Thr Thr Asp Leu Arg Gin Lys Cys Thr Glu Ser His Thr Gly Thr Ser 

355 360 365 

Ala Ser Ala Pro Leu Aia Ala Gly He He Ala Leu Thr Leu Glu Ala 
370 375 380 

Asn Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Gin His Leu Val Val Gin Thr 
385 390 395 400 

Ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val 
405 410 415 

20 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 
420 425 430 

Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp thr Thr Val Ala Pro Gin Arg 
25 435 440 445 

Lys Cys He He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 
450 455 460 



Leu Glu Val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glu Pro Asn His 
465 ■ 470 475 480 

He Thr Arg Leu Glu His Ala Gin Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 
485 490 495 

Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg 

I. 500 505 510 

Ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
515 520 525 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 
530 535 540 

Gly Glu Trp val Leu Glu He Glu Asn Thr Ser Qlu Ala Asn Asn Tyr 
45 54 5 5 5 0 5 5 5 5 6 0 

Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro Glu 
565 570 575 
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Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser Gly Cys Lys Thr Leu Thr Ser 
580 585 590 

Ser Gin Ala Cys Val Val Cys Glu Glu Gly Phe Ser Leu His Gin Lys 
595 600 605 

Ser Cys Val Gin His Cys Pro Pro Gly Phe Ala Pro Gin Val Leu Asp 
610 615 620 
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Thr His Tyr Ser Thr Glu Asn Asp Val Glu Thr He Arg Ala Ser Val 
625 630 635 640 

Cys Ala Pro Cys His Ala Ser Cys Ala Thr Cys Gin Gly Pro Ala Leu 
645 650 655 

Thr Asp Cys Leu Ser Cys Pro Ser His Ala Ser Leu Asp Pro Val Glu 
660 665 670 

10 Thr Cys Ser Arg Gin Ser Gin Ser Ser Arg Glu Ser Pro Pro Gin 

675 680 685 

Gin Gin Pro Pro Arg Leu Pro Pro Glu Val Glu Ala Gly Gin Arg Leu 
690 695 700 



IS 



40 



45 



Arg Ala Gly His His His His His His 
705 7X0 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: XO : 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 68 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

25 (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLCX3JE: linear 

(ii) ART DBS MOI^EKULS : Genom-DNA 

(Xi) SEQtJBNZBESCHREIBIJNG: SEQ ID NO: 10: 
CTAGAATTCA ATGATCATGA TGATGATGTG CAGCTCCACC AGCTGOCCCT GCGCGCAGCC 60 
GTTGCCCC 

35 



68 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SBQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 2160 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid. 

(C) STRANGFORM: Ein25elstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEK&LS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHRBIBUKG : SEQ ID NO: 11: 

ATGGAGCTGA GGCCCTGGTT GCTATGGGTG GTAGCAGCAA CAGGAACCTT GGTCCTGCTA 60 

SO GCAGCTGATG CTCAGGGCCA GAAGGTCTTC ACCAACACGT GGGCTGTGCG CATCCCTGGA 120 

GGCCCAGCGG TGGCCAACAG TGTGGCACGG AAGCATGGGT TCCTCAACCT GGGCCAGATC 180 

TTCGGGGACT ATTACCACTT CTGGCATCGA GGAGTGACGA AGCGGTCCCT GTCGCCTCAC 240 

CGCCCGCGGC ACAGCCGGCT GCAGAGGGAG CCTCAAGTAC AGTGGCTGGA ACAGCAGGTG . 300 
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GCAAAGCGAC GGACTATIAOG GGAOGTGTAC CAGGAGCCCA CAOACCCCAA GTTTCCTCAG 360 

CAGTGGTACC TGTCTGGTGT CACTCAQCGG QACCTGAATG TGAAGGCGGC CTGGGCGGAG 420 

GGCTACACAG GGCACGGCAT TGTGGTCTCC ATTCTGGACG ATGGCATCGA GAAGAACCAC 480 

CCGGACTTGG CAGGCAATTA TGATCCTGGG GCCAGTTTTG AT6TCAATGA CCAGGACCCT 540 

QACCCCCAGC CTCGGTACAC ACAGATGAAT GACAACAGGC ACGGCACACG GTGTGCGGOa 600 

GAAGTGGCTG CGGTOGCCAA CAACGGTGTC TGTGGTGTAG GTGTGGCCTA CAACGCCCX5C 660 

ATTGGAGGGG TGCGCATGCT GQATGGCGAG GTGACAGAT6 CAGTGGAGGC ACGCTCGCTG 720 

GGCCTGAACC CCAACCACAT CCACATCTAC AGTGCCAGCT GGGGCCCCGA GGATGACGGC 780 

AAGACAGTGG ATGGGCCAGC CCGCCTCGCC GAGGAGGCCT TCTTCCGTGG GGTTAGCCAG 840 

GGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CATCTTTGTC TGGGCCTCGG GGAACGGGGG CCGGGAACAT 900 

20 GACAGCTGCA ACTGCGACGG CTACACCAAC AGTATCTACA CGCTGTGCAT CAGCAGCGCC 960 

ACGCAGTTTG GCAACGTGCC GTGGTACAGC GAGGCCTGCT CGTCCACACT GGCCACGACC 102 0 

TACAGCAGTG GCAACCAGAA TGAGAA6CAG ATCGTGAC6A CTGACTTGOG GCAGAAGTGC 1080 

ACX3GAGTCTC ACACGGGCAC CTCAGCX!TCT GCCCCCTTAG CAGCCGGCAT CATTGGTCTC 1140 

ACCCTGOAGG CCAATAAGAA CCTCACATGG CGGGACATGC AACACCTGGT GGTACAGACC 1200 

TCGT^GCCAG CCCACCTCAA TGCCAACGAC TGGGCCACCA ATGGTGTGGG CCX3GAAAGTG 1260 

AQCCACTCAT ATGGCTACGG GCTTTTGGAC GCAGGCGCCA TGGTGGCCCT GGCCCAGAAT 1320 

TGGACCACAG TGGCCCCCCA GCGGAAGTGC ATCATCGACA TCCTCACCGA GCCCAAAGAC 1380 

35 ATCGGOAAAC GGCTCGAGGT GCGGAAGACC GTGACCGCGT GCCTGGGCGA GCCCAACCAC 1440 

ATCACTCGGC TGGAGCACGC TCAGGCGCGG CTCACCCTGT CCTATAAT06 CCGTGGC3GAC 1500 

CTGGCCATCC ACCTGGTCAG CCCCATGGGC ACCCGCTCCA CCCTGCTGGC AGCCAGGCX31 1560 

CATGACTACT CCGCAGATGG GTTTAATGAC TGGGCCTTCA TGACAACTCA TTCCTGGGAT • 1620 

GAGGATCCCT CTGGCGAGTG GGTCCTAGAG ATTGAAAACA CCAGCGAAGC CAACAACTAT 1680 

GGGACGCTGA CCAAGTTCAC CCtCGTACTC TATGGCACCG CCCCTOAGGG GCTGCCCX5TA 1740 

CCTCCAGAAA GCAGTGGCTG CAAGACCCTC ACGTCCAGTC AGGCCTGTGT GGTGTGCGAG 1800 

GAAGGCTTCT CCCTGCACCA GAAGAGCTGT GTCCAGCACT GCCCTCCAGG CTTCGCCCCC 1860 

SO CAAGTCCTCG ATACGCACTA TAGCACCGAG AATGACX3TGG AGACCATCCG GGCCAGCGTC 1920 

TGCGCXrCCCT GCCACGCCTC ATGTGCCACA TGCCAGGGGC CGGCCCTGAC AGACTGCCTC 1980 

AGCTGCCCCA GCCACGCCTC CTTGGACfcCT GTGGAGCAGA CTTGCTCCCG GCAAAGCCAG 2040 

AGCAGCCGAG AGTCCCCGCC ACAGCAGCAG CCACCTCGGC TGCCCCCGGA GGTGGAGGCG 21O0 
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SO 



GGOCAACGGC TGCQCGCAGG GGGAGCTG6T 0GAQCT6GAC ATCATCATCA TCATCATTOA 2160 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUEHZKENNZEXCHEN: 

(A) LfiNGE; 719 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DBS MOLEKUIiS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Met Glu Leu Arg Pro Trp Leu Leu Trp Val Val Ala Ala Thr Gly Thr 
1 , 5 10 15 

20 Leu Val Leu Leu Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Lys Val Phe Thr Asn 

20 25 30 

Thr Trp Ala Val Arg lie Pro Gly Gly Pro TQa Val Ala Asn Ser Val 
35 40 45 

Ala Arg Lys His Gly Plie Leu Asn Leu Gly Gin He Phe Gly Asp Tyr 
50 55 60 

Tyr His Phe Trp His Arg Gly Val Thr Lys Arg Ser Leu Ser Pro His 
30 . '^^ 75 80 

Arg Pro Arg His Ser Arg Leu Gin Arg Glu Pro Gin Val Gin Trp Leu 
85 90 95 



Glu Gin Gin Val Ala Lys Arg Arg Thr Lys Arg Asp val Tyr Gin Glu 
100 105 110 

Pro Thr Asp Pro Lys Phe Pro Gin Gin Trp Tyr Ijeu Ser Gly Val Thr 
115 120 125 

Gin Arg Asp Leu Asn Val Lys Ala Ala Trp Ala Gin Gly Tyr Thr Gly 
130 135 140 

His Gly lie Val Val Ser He Leu Asp Asp Gly He Glu Lys Asn His 
145 150 155 160 

Pro Asp Leu Ala Gly Asn Tyr Asp Pro Gly Ala Ser Phe Asp Val Asn 
165 170 175 

Asp Gin Asp Pro Asp Pro Gin Pro Arg Tyr Thr Gin Met Asn Asp Asn 
180 185 190 

Arg His Gly Thr Arg Cys Ala Gly Glu Val Ala Ala Val Ala Asn Asn 
195 200 205 

Gly Val Cys Gly Val Gly Val Ala Tyr Asn Ala Arg He Gly Gly Val 
210 215 220 
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Arg Met Leu Asp Gly Glu Val Thr Asp Ala Val Glu Ala Arg Ser Leu 
225 230 235 240 

Gly Leu Asn Pro Asn His lie His lie Tyr Ser Ala Ser Trp Gly Pro 
245 250 255 

Glu Asp Asp Gly Lys Thr Val Asp Gly Pro Ala Arg Leu Ala Glu Glu 
260 265 270 

Ala Phe Phe Arg Gly Val Ser Gin Gly Arg Gly Gly Leu Gly Ser lie 
275 280 285 

Phe val Trp Ala Ser Gly Asn Gly Gly Tlrg Glu His Asp Ser Cye Asn 
290 295 300 

Cys Asp Gly Tyr Thr Asn Ser lie Tyr Thr Leu Ser lie Ser Ser, Ala 
305 310 315 320 

Thr Gin Phe Gly Asn Val Pro Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser Ser Thr 
325 330 335 

Leu Ala Thr Thr Tyr Ser Ser Gly Asn Gin Asn Glu Lys Gin lie Val 
340 * 345 350 

Thr Thr Asp Leu Arg Gin Lys Cys Thr Glu Ser His Thr Gly Thr Ser 

355 360 365 

Ala Ser Ala Pro Leu Ala Ala Gly lie He Ala Leu Thr Leu Glu Kla 
370 375 380 

Asn Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Gin His Leu val Val Gin Thr 
385 390 395 400 

Ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val 
405 410 415 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 
420 425 430 

Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Arg 
435 440 445 

Lys Cys He He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 
450 455 460 

Leu Glu Val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glu Pro Asn His 
465 470 475 480 

He Thr Arg Leu Glu His Ala Gin Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 
485 490 495 

Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg 
500 505 510 

Ser Thr I-eu Leu Ala Ala Arg Pxo His Asp Tyr Ser Ala Aop Gly Phe 
515 520 525 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 
530 535 540 
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Gly Glu Trp Val Leu Glu He Glu Asn Thr Ser Qlu Ala Asn Asn Tyr 
545 550 555 560 

Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro Glu 

^ 565 570 575 

Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser Gly Cys Lys Thr Leu Thr Ser 
580 585 590 

10 ser Gin Ala Cys Val Val Cys Glu Glu Gly Phe Ser Leu His Gin Lys 

595 600 605 

ser cys Val Gin His Cys Pro Pro Gly Phe Ala Pro Gin Val Leu Asp 
610 615 620 

16 

Thr His Tyr Ser Thr Glu Asn Asp Val Glu Thr He Arg Ala Ser Val 
625 630 635 640 

Cys Ala Pro Cys His Ala Ser Cys Ala Thr Cys Gin Gly Pro Ala Leu 
645 650 . 655 

Thr Asp Cys I-eu Ser Cys Pro Ser His Ala Ser Leu Asp Pro Val Glu 
660 665 670 

Gin Thr Cys Ser Arg Gin Ser Gin Ser Ser Arg Glu Ser Pro Pro Gin 
25 675 680 685 

Gin Gin Pro Pro Arg Leu Pro Pro Glu Val Glu Ala Gly Gin Arg Leu 
690 695 700 



20 



30 



35 



45 



SO 



Arg Ala Gly Ala Ala Gly Gly Ala Ala His His His His His His 
705 710 715 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID KTO: 13: 



(i) SEOUENZKEKNZEXCHEN: 

(A) LANGE: 1758 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFOIU4: Einzelstrang 
40 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKQIjS: Genom-DNA 

<xi> SEQtTEKZBBSCHRBIBUNG : SEQ XD HO: 13: 

ATGGAGCTGA GGCCCTGGTT GCTATGGGTG GTAGCAGCAA CAQGAACCTT GGTCCTGCTA 60 

GCAGCTGATG CTCAGGGCCA QAAGGTCTTC ACCAACACGT GGGCTGTGCG CATCCCTGGA 120 

GGCCCAGCGG TGGCCAACAG TGTGGCACGG AAGCATGGGT TCCTCAACCT GGGCCAGATC 180 

TTCGGGGACT ATTACCACTT CTGGCATCGA GGAGTGACGA AGCGGTCCCT GTCGCCTCAC 24 0 

CGCCCGCGGC ACAGCCGGCT GCAGAGGGAG CCTCAAGTAC AGTGGCTGGA ACAGCAGGTG 300 

GCAAAGCGAC GGACTAAACG GGACGTGTAC CAGGAGCCCA CAGACCCCAA GTTTCCTCAG 360 
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CAGTX3GTACC TGTCTGGTGT CACTCAGCX3G GACCTGAATG TGAAGGCGGC CTGGGCGCAG 420 

GGCTACACAG GGCACGGCAT TGTGGTCTCC ATTCTGGACG ATGGCATCX3A GAAGAACCAC 480 

CCGGACTTGG CAGGCAATTA TGATCCTGGG GCCA6TTTTG ATGTCAATGA CCAGGACCCT 540 

GACCCCCA6C CTCGGTACAC ACAGATGAAT GACAAGAGGC ACGGCACAC6 GTGTGCGGGG 600 

GAAGTGGCTG CGGTGGCCAA CAACGGTGTC TGTGGTGTAG GTGTGGCCTA CAACGCCCX3C 660 

ATTGGAGGGG TGCGCATGCT GGATGGC6AG GTGACAGAT6 CAGTGGAGGC ACGCTCGCTG 720 

GGCCTGAACC CCAACCACAT CCACATCTAC AGTGCCAGCT GGGGCCCCQA GGATGACGGC 780 

AAGACAGTGG ATGGGCCAGC CCGCCTCGCC GAGG7U3GCCT TC?TTCCGTGG GGTTAGCCAG 840 

GGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CATCTTTGTC TGGGCCTCGG GGAACGGGGG CCGGGAACAT 900 

GACAGCTGCA ACTGCGACGG CTACACXIAAC AGTATCTACA CGCTGTCCAT CAGCAGCGCC 9*60 

20 ACGCAGTTTG GCAACGTGCC GTGGTACAGC GAGGCCTGCT CGTCCACACT GGCCACGACC X020 

TACAGCAGTO GCAACCAGAA TGAGAAGCAG ATCGTGACGA CTGACTTGCG GCAGAAGTGC 1080 

ACGGAGTCTC ACACGGGCAC CTCAGCCTCT GCCCCCTTAG CAGCCGGCAT CATTGCTCTC X140 

ACCCTGGAGG CCAATAAGAA CCTCACATGG CGGGACATGC AACACCTGGT GGTACAGACC 1200 

TC3GAAGOCAG CCCACCTCAA TGCCAACX3AC TGGGCCACCA ATGGTGTGGG CCGGAAAGTG X260 

AGCCACTCAT ATGGCTACGG GCTTTTGGAC GCAGGGGCCA TGGTGGCCCT GGCCCAGAAT 1320 

TGGACCACAG TGGCCCCCCA GCJGGAAGTGC ATCATCGACA TCCTCACCGA GCCCAAAGAC 1380 

ATCGGGA7VAC GGCTCGAGGT GCGGAAGACC GTGACCGCGT GCCTGGGCGA GCCCAACCAC 1440 

35 ATCACTCGGC TGGAGCACGC TCAGGCGCGG CTCACXTCTGT. CCTATAATCG CCGTGGCGAC 1500 

CTGGCCATCC ACCTGGTCAG CCXXyVTGGGC ACCCGCTCCA CCCTGCTGGC AGCCAGGCCA 1560 

CATGACTACT CCGCAGATGG GTTTAATGAC TOGGCXTTTCA TGACAACTCA TTCCTGGGAT 1620 

40 

GAGGATCCCT CTGGC3GAGTG GGTCCTAQAG ATTGAAAACA CCAGCGAAGC CAACAACTAT 1680 

GGGACGCTGA CCAAGTTCAC CCTCGTACTC TATGGCACCG CCCCTGAGGG GCTGCCCGTA 1740 

CCTCCAGAAA GCAGTTAG 1758 

45 



{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

SO (1) S£QUEKZKENNZEICHEN: 

(A) IiANGE: 58 5 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: EinzeLstrang 

(D) TOPOLCX3IE: linear 



30 



ss 



ART DES MOLEKULS : Protein 
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(Xi) SEQXIENZBESCHREIBUMG: SEQ ID NO: 14: 

Met Glu Leu Arg Pro Trp Leu Leu Trp Val Val Ala Ala Thr Qly Thr 
^ 1 5 10 15 

Leu Val Leu Leu Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Lys Val Phe Thr Asn 
20 25 30 

Thr Trp Ala Val Arg lie Pro Gly Gly Pro Ala Val Ala Asn Ser Val 
10 35 40 45 

Ala Arg Lys His Gly Phe Leu Asn Leu Gly Gin lie Phe Gly Asp Tyr 
50 55 60 

IS Tyr His Phe Trp His Arg Gly Val Thr Lys Arg Ser Leu Ser Pro His 

55 70 75 80 

Arg Pro Arg His Ser Arg Leu Gin Arg Glu Pro Gin Val Gin Trp Leu 
85 90 95 

20 

Glu Gin Gin Val Ala Lys Arg Arg Thr Lys Arg Asp Val Tyr Gin Glu 
100 105 110 

Pro Thr Asp Pro Lys Phe Pro Gin Gin Trp Tyr I*eu Ser Gly Val Thr 
115 120 125 

Gin Arg Asp Leu Asn Val Lys Ala Ala Trp Ala Gin Gly Tyr Thr Gly 
130 135 140 

His Gly lie Val Val Ser lie Leu Asp Asp Gly He Glu Lys Asn His 
30 145 150 155 160 

Pro Asp Leu Ala Gly Asn Tyr Asp Pro Gly Ala Ser Phe Asp Val Asn 
165 170 175 

35 Asp Gin Asp Pro Asp Pro Gin Pro Arg Tyr Thr Gin Met Asn Asp Asn 

180 185 190 

Arg His Gly Thr Arg Cys Ala Gly Glu Val Ala Ala Val Ala Asn Asn 
195 200 205 



2S 
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Gly Val Cys Gly Val Gly Val Ala Tyr Asn Ala Arg He Gly Gly Val 

210 215 220 

Arg Met Leu Asp GLy Glu Val Thr Asp Ala Val Glu Ala Arg Ser Leu 
225 230 235 240 

Gly Leu Asn Pro Asn His He His He Tyr Ser Ala Ser Trp Gly Pro 
245 250 255 



Glu Asp Asp Gly Lys Thr Val Asp Gly Pro Ala Arg Leu Ala Glu Glu 
^0 26 0 265 270 

Ala Phe Phe Arg Gly Val Ser Gin Gly Arg Gly Gly Leu Gly Ser He 
275 280 285 

55 Phe Val Trp Ala Ser Gly Asn Gly Gly Arg Glu His Asp Ser Cys Asn 

290 295 300 
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Cys Asp Gly Tyr Thr Asn Ser He Tyr Thr Leu Ser lie Ser Ser Ala 
305 310 315 320 

Thr Gin Phe Gly Asn Val Pro Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser Ser Thr 
325 330 335 

Leu Ala Thr Thr Tyr Ser Ser Gly Asn Gin Asn Glu Lys Gin He Val 
340 345 350 

Thr Thr Asp Leu Arg Gin Lys Cys Thr Glu Ser His Thr Giy Thr Ser 
355 360 - 365 

Ala ser Ala Pro Leu Ala Ala Gly lie He Ala Leu Thr Leu Glu Ala 

75 370 375 380 

Asn Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Gin His Leu Val Val Gin Thr 
385 390 395 400 



10 



20 



2S 



Ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val 
405 410 415 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 
420 425 430 

Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Arg 
435 440 445 

Lys Cys He He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 
30 450 455 460 

Leu Glu Val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glii Pro Asn His 
465 470 475 480 

35 Xle Thr Arg Leu Glu His Ala . Gin Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 

485 490 495 

Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg 
500 505 510 

40 

Ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
515 520 525 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 
45 530 535 540 

Gly Glu Trp Val Leu Glu He Glu Asn Thr Ser Glu Ala Asn Asn Tyr 
545 550 555 560 



SO 



55 



Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro Glu 

565 570 575 

Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser 
580 585 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUEKZKENHZEXCHEN: 

(A) lAnGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLBKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQX7EHZBESCHREIBUN6 : SEQ ID NO: IS: 
CTAGAATTCT AACTGCTTTC TGGAGGTACG GGCAG 



(2) ANGABEN ZU SEQ XD NO: 16: 

(x) SEQUENZKENNZEXCHBN: 

(A) LiANGE: 54 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOIiEKUIiS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBT3N6: SEQ ID NO: 16: 
CTAGAATTCT TAGTGGTGAT GGTGATGATG ACTGCTTTCT GGkGGTACGG GCAG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKKNNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1776 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
ATGGAGCTGA GGCCCTGGTT GCTATGGGTG GTAGCAGCAA CAGGAACCTT GGTCCTGCTA 
GCAGCTGATG CTCAGGGCCA GAAGGTCTTC ACCAACACGT GGGCTGTGCG CATCCCTGGA 
GGCCCAGCGG TGGCCAACAG TGTGGCACGG AAGCATGGGT TCCTCAACCT GGGCCAGATC 
TTCGGGGACT ATTACCACTT CTGGCATCGA GGAGTGACGA AGCGGTCCCT GTCGCCTCAC 
CGCCCGCGGC ACAGCCGGCT GCAGAGGGAG CCTCAAGTAC AGTGGCTGGA ACAGCAGGTG 
GCAAAGCGAC GGACTAAACG GGACGTGTAC CAGGAGCCCA CAGACCCCAA GTTTCCTCAG 
CAGTGGTACC TGTCTGGTGT CACTCAGCGG GACCTGAATG TGAAGGCGGC CTGGGCGCAG 
GGCTACACAG GGCACGGCAT TGTGGTCTCC ATTCTGGACG ATGGCATCGA GAAGAACCAC 
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CCGGACTTGG 


CAGGCAATTA 


TGATCCTGGG 


GCCAGTTTTG 


ATGTCAATGA 


CCAGGPlCCCT 


540 




GACCCCCAGC 


CTCGGTACAC 


ACAGATGAAT 


GACAACAGGC 


ACGGCACACG 


GTGTGCGGGG 


600 


5 


GAAGTG6CTG 


C6GTGGCCAA 


CAACGGT6TC 


TGTGGTGTAG 


GTGTGGCCTA 


CAACGCCCGC 


660 




ATTGGAGGGG 


TGCGCATGCT 


GGATGGCGAG 


GTGACAGATG 


CAGTGGAGGC 


ACGCTCGCTG 


720 


10 


GGCCTGAACC 


CCAACCACAT 


CCACATCTAC 


AGTGCCAGCT 


GGGGCCCCGA 


GGATGACGGC 


780 




AAGACAGTGG 


ATGGGCCAGC 


CCGCCTCGCC 


GAGGAGGCCT 


TCTTCCGTGG 


GGTTAGCCAG 


840 




GGCCGAGGGG 


GGCTGGGCTC 


CATCTTTGTC 


TGGGCCTCGG 


GGAACGGGGG 


CCGGGAACAT 


900 


IS 


GACAGCTGCA 


ACTGCGACGG 


CTACACCAAC 


AGTATCTACA 


CGCTGTCCAT 


CAGCAGCGCC 


960 




ACGCAGTTTG 


GCAACGTGCC 


GTGGTACAGC 


GAGGCCTGCT 


CGTCCACACT 


GGCCACGACG 


1020 


20 


TACAGCAGTG 


GCAACCAGAA 


TGAGAAGCAG 


ATCGTGACGA CTGACTTGCG 


GCAGAAGTGC 


1080 




ACGGAGTCTC 


ACACGGGCAC 


CTCAGCCTCT 


GCCCCCTTAG 


CAGCCGGCAT 


CATTGCTCTC 


1140 




ACCCTGGAGG 


CCAATAAGAA 


CCTCACATGG 


CGGGACATGC 


AACACCTGGT 


GGTACAGACC 


1200 


25 


TCGAAGCCAG 


CCCACCTCAA 


TGCCAACGAC 


TGGGCCACCA ATGGTGTGGG 


CCGGAAAGTG 


1260 




AGCCACTCAT 


ATGGCTACGG 


GCTTTTGGAC GCAGGOOCCA TGGTGGCCCT 


GGCCCAGAAT 


1320 


30 


TGGACCACAG 


TGGCCCCCCA 


GCGGAAGTGC 


ATCATCX5ACA TCCTCACCGA GCCCAAAGAC 


1380 




ATCGGGAAAC 


GGCTCGAGGT 


GCGGAAGACC 


GTGACCGCGT 


GCCTGGGCGA 


GCCCAACCAC 


1440 




ATCACTCGGC 


TGGAGCAOGC 


TCAGGCGCGG 


CTCACCCTGT 


CCTATAATCG 


CCGTGGCGAC 


1500 


35 


CTGGCCATCC 


ACCTGGTCAG 


CCCCATGGGC 


ACCCGCTCCA 


CCCTOCTGGC 


AGCXTAGGCCA 


1560 




CATGACTACT 


CCGCAGATGG 


GTTTAATGAC 


TGGGCCTTCA TGACAACTCA 


TTCCTGGGAT 


1620 


40 


GAGGATCCCT 


CTGGCGAGTG 


GGTCCTAGAG 


ATTGAAAACA 


CCAGCGAAGC 


CAACAACTAT 


1680 




GGGACGCTGA 


CCAAGTTCAC 


CCTCGTACTC 


TATGGCACCG 


CCCCTGAGGG 


GCTGCCCGTA 


1740 




CCTCCAGAAA 


GCAGTCATCA 


TCACCATCAC 


CACTAA 






1776 



45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

S0 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 591 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

55 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 
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(xi) SBQUKNZBESCHRBIBUNQ : SEQ ID KO: 18: 

Met Glu Leu Arg Pro Trp Leu Leu Trp Val Val Ala Ala Thr Gly Thr 
1 5 10 15 

Leu Val Leu Leu Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Lys Val Phe Thr Asn 
20 25 30 

Thr Trp Ala Val Arg lie Pro Gly Gly Pro Ala Val Ala Asn Ser Val 
35 40 45 

Ala Arg Lys His. Gly Phe Leu Asn Leu Gly Gin lie Phe Gly Asp Tyr 
SO 55 60 

Tyr His Phe Trp His Arg Gly Val Thr Lys Arg Ser Leu Ser Pro His 
65 70 75 80 

Arg Pro Arg His Ser Arg Leu Gin Arg Glu Pro Gin Val Gin Trp Leu 
85 90 95 

Glu Gin Gin Val Ala Lys Arg Arg Thr Lys Arg Asp Val Tyr Gin Glu 
100 105 110 

Pro Thr Asp Pro Lys Phe Pro. Gin Gin Trp Tyr Leu Ser Gly Val Thr 
lis 120 125 

/ 

Gin Arg Asp Leu Asn Val Lys Ala Ala Trp Ala Gin Gly Tyr Thr Gly 
130 135 140 

His Gly lie Val Val Ser lie Leu Asp Asp Gly lie Glu Lys Asn His 
145 150 155 160 

Pro Asp Leu Ala Gly Asn Tyr Asp Pro Gly Ala Ser Phe Asp Val Asn 
165 170 175 

Asp Gin Asp Pro Asp Pro Gin Pro Arg Tyr Thr Gin Met Asn Asp Asn 
IBO 185 190 

Arg His Gly Thr Arg Cys Ala Gly Glu Val Ala Ala Val Ala Asn Asn 
135 200 205 

Gly Val Cys Gly Val Gly Val Ala Tyr Asn Ala Arg He Gly Gly Val 
210 215 220 

Arg Met Leu Asp Gly Glu Val Thr Asp Ala Val Glu Ala Arg Ser Leu 
225 230 235 240 

Gly Leu Asn Pro Asn His He His He Tyr Ser Ala Ser Trp Gly Pro 
245 250 255 

Glu Asp Asp Gly Lys Thr Val Asp Gly Pro Ala Arg Leu Ala Glu Glu 
260 265 270 

Ala Phe Phe Arg Gly Val Ser Gin Gly Arg Gly Gly Leu Gly Ser He 
275 280 285 

Phe Val Trp Ala Ser Gly Asn Gly Gly Arg Glu His Asp Ser Cys Asn 
290 295 300 
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10 



IS 



20 



2S 



Cys Asp Gly Tyr Thr Asn Ser lie Tyr Thr Leu Ser He Ser Ser Ala 
305 310 3X5 320 

Thr Gin Phe Gly Asn Val Pro Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser Ser Thr 
325 330 335 

Leu Ala Thr Thr Tyr Ser Ser Gly Asn Gin Asn Glu Lys Gin He Val 
340 345 350 

Thr Thr Asp Leu Arg Gin Lys Cys Thr Glu Ser His Thr Gly Thr Ser 
355 360 365 

Ala Ser Ala Pro Leu Ala Ala Gly He lie Ala Leu Thr Leu Glu Ala 
370 . 375 380 

Asn Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Gin His Leu Val Val Gin Thr 
385 390 395 400 

Ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val 
405 410 415 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 
420 425 430 

Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Arg 
435 440 445 

Lys Cys He He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 
30 450 455 460 

Leu Glu Val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glu Pro Asn His 
465 470 475 480 

35 He Thr Arg Leu Glu His Ala Gin Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 

485 490 495 

Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg 
500 505 510 

40 

Ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
515 520 525 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 
45 53Q 535 540 

Gly Glu Trp Val Leu Glu He Glu Asn Thr Ser Glu Ala Asn Asn Tyr 
545 550 555 560 

Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro Glu 

565 570 575 

Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser His His His His His His 
580 585 590 

55 
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(2) ANGABBK ZU SEQ ID NO: 19; 

( i ) SKQOENZKEXmZEZCEEN : 

(A) IiANGE: 72 Basexipaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGPORM: Binzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOI^KUIiS: Geziom-DNA 

(Xi) SEQUENZBBSCHREIBUNG: SBQ ID NO: 19: 
CTAGAATTCT TAGTGGTGAT GGTGATGATG TGCAGCTCCA CCAGCTGCAC TGCTTTCTGG 
AGGTACGGGC AG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID MO: 20: 

<i) SEQUENZKENNZEXCHEN: 

(A) IiANGE: 1794 Basenpaaz^e 

(B) ART: Nucleot^id 

(C) STRANGFORM: Elnzelstrang 

(D) TOPOXiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLBKOi^S: iQenpin-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBIING: SEQ ID HO: 20: 
ATGGAGCTGA GGCCXrrGGTT GCTATGGGTG GTAGGAGCAA CAGGAACCTT GGTCCTGCTA 
GCAGCTGATQ CTCAGGGCCA GAAGGTCTTC ACCAACACX3T GGGCTGTGCG CATCCCTGOA 
GGCCCAGCGG TGGCCAACAG TGTGGCACGG AAGCATGGGT TCCTCAAGCT GGGCCAGATC 
TTCGGGGACT ATTACCACTT CTGGCATCGA GGAGTGACX3A AGCGGTCCCT GTCGCCTCAC 
CGCCCGCGGC ACAGCCGGCT GCAGAGGGAG CCTCAAGTAC AGTGGCTGGA ACAGCAGGTG 
GGAAAGCGAC GGACTAAACX3 GGACGTGTAC CAGGAGCCCA CAOACCCCAA GTTTCCTCAG 
CAGTGGTACC TGTCTGGTGT CACTCAGCGG GACCTGAATG TGAAGGCGGC CTGGGCGCAG 
GGCTTICACAG GGCACGGCAT TGTGGTCTCC ATTCTGGACG ATGGCATCGA GAAGAACCAC 
CC3GGACTTGG CAGGCAATTA TGATCCTGGG GCCAGTTTTG ATGTCAATGA CCAGGACCCT 
GACCCCCAGC CTCGGTACAC ACAGATGAAT GACAACAGGC ACGGCACACG GTGTGCGGGG 
GAAGTGGCTG CGGTGGCCAA CAACGGTGTC TGTGGTGTAG GTGTGGCCTA CAACGCCCGC 
ATTGGAGGGG TGCGCATGCT GGATGGCGAG GTGACAGATG CAGTGGAGGC ACGCTCGCTG 
GGCCTGAACC CCAACCACAT CCACATCTAC AGTGCCAGCT GGGGCCCCGA GGATGACGGC 
AAGACAGTGG ATGGGCCAGC CCGCCTCX3CC GAGGAGGCCT TCTTCCGTGG GGTTAGCCAG 
GGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CATCTTTGTC TGGGCCTCGG GGAACGGGGG CCGGGAACAT 



44 



10 



20 



25 



EP 0 775 750 A2 

GACAGCTGCA ACTGCGACGG CTACACCAAC AGTATCTACA CQCTGTCCAT CAGCAQCGCC 960 

ACGCAGTTTC GCAACGTGCC GTGGTACAGC GAGGCCTGCT CGTCCACACT GGCCACGACC 1020 

TACAGCAGTO GCAACCAGAA TGAGAAGCAG ATCGTGACGA CTGACTTGCG GCA6AAGTGC i080 

ACGGAGTCTC ACACGGGCAC CTCAGCCTCT GCCCXICTTAG CAGCCGGCAT CATTGCTCTC 114 0 

ACCXrrGGAGG CCAATAAGAA CCTCACATGG OGGGACATGC AACACCTGGT GGTACAGACC 1200 

TCGAAGCCAG CCCACCTCAA TGCCAAGGAC TGGGCCACCA ATGGTGTGGG CCGGAAAGTG 1260 

AGCCACTCAT ATGGCTACGG GCTTTTGGAC GCAGGCX3CCA TGGTGGCCCT GGCCCAGAAT 1320 

TGGACCACAG •TGGCCCCCCA GCGGAAGTGC ATCATCGACA TCXrrCACX:GA GCCCAAAQAC 1380 

ATCGGGAAAC GGCTCGAGGT GCGGAAGACC GTGACCGCGT GCCTGGGCGA GCCCAACCAC 1440 

ATCACTCQGC TGGAGCACGC TCAGGCGCGG CTCACCCTGT CCTATAATCG CCOTGGCGAC 1500 

CTGGCCATCC ACCTGGTCAG CCCCATGGGC ACCCGCTCCA CCCTGCTGGC AGCCAGGCCA 1560 

CATGACTACT CCGCAGATGG GTTTAATGAC TGGGCCTTCA TGACAACTCA TTCCTGGGAT 1620 

GAGGATCCCT CTGGCGAGTG GGTCXTTAGAG . ATTGAAAACA CCAGCX3AAGC CAACAACTAT 1680 

GGGACGCTGA CCAAGTTCAC CCTCGTACTC TATGGCACCG CCCCTGAGGG GCTGCCCGTA 1740 

CCTCGAGAAA GCAGTGCAGC TGGTGGAGCT GCACATCATC ACCATCACCA CTAA 1794 

30 

(2) AUGABCH ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUEN2KENN2EICHEN: 

(A) iAngE: 5 97 Aminos aur en 

(B) ART: AminosS.ure 

(C) STRANGFOKM: Binzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKULS: Protein 
(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 21: 

Met Glu beu Arg Pro Trp Leu Ijeu Trp Val Val Ala Ala Tlir Gly Thr 
1 5 . 10 15 

Leu Val Leu Leu Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Lys Val Plie Ttir Asxi 
20 25 30 

Thr Trp Ala Val Arg He Pro Gly Gly Pro Ala Val Ala Asn Ser Val 
so 35 40 45 

Ala Arg Lys His Gly Phe Leu Asn Leu Gly Gin He Phe Gly Asp Tyr 
50 55 60 



35 



40 



45 



SS 



Tyr His Phe Trp His Arg Gly Val Thr Lys Arg Ser Leu Ser Pro His 
65 70 75 80 
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Arg Pro Arg His Ser Arg Leu Gin Arg Glu Pro Gin val Gin Trp Leu 
85 90 95 

Glu Gin Gin Val Ala Lys Arg Arg Thr Lys Arg Asp Val Tyr Gin Glu 
100 105 110 

Pro Thr Asp Pro Lys Phe Pro Gin Gin Trp Tyr Leu Ser Gly Val Thr 
115 120 125 

Gin Arg Asp Leu Asn Val Lys Ala Ala Trp Ala Gin Gly Tyr Thr Gly 
130 135 140 

His Gly lie Val Val Ser He Leu Asp Asp Gly He Glu Lys Asn His 
145 150 155 160 

Pro Asp Leu Ala Gly Asn Tyr Asp Pro Gly Ala Ser Phe Asp Val Asn 
165 170 175 

Asp Gin Asp Pro Asp Pro Gin Pro Arg Tyr Thr Gin Met Asn Asp Ash 
180 185 190 

Arg His Gly Thr Arg Cys Ala Gly Glu Val Ala Ala Val Ala Asn Asn 
195 200 205 

Gly Val Cys Gly Val Gly Val Ala Tyr Asn Ala Arg lie Gly Gly Val 
210 215 220 

Arg Met Leu Asp Gly Glu Val Thr Asp Ala Val Glu Ala Arg Ser Leu 
225 230 235 240 

Gly Leu Asn Pro Asn His He His He Tyr Ser Ala Ser Trp Gly Pro 
245 250 255 

Glu Asp Asp Gly Lys Thr Val Asp Gly Pro Ala Arg Leu Ala Glu Glu 
260 265 270 

Ala Phe Phe Arg Gly Val Ser Gin Gly Arg Gly Gly Leu Gly Ser He 
275 280 285 

Phe Val Trp Ala Ser Gly Asn Gly Gly Arg Glu His Asp Ser Cys Asn 
290 295 300 

Cys Asp Gly Tyr Thr Asn Ser He Tyr Thr Leu Ser He Ser Ser Ala 
305 310 315 320 

Thr Gin Phe Gly Asn Val Pro Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser Ser Thr 
325 330 335 

Leu Ala Thr Thr Tyr- Ser Ser Gly Asn Gin Asn Glu Lys Gin He Val 
340 345 350 

Thr Thr Asp Leu Arg Gin Lys Cys Thr Glu Ser His Thr Gly Thr Ser 
355 360 365 

Ala Ser Ala Pro Leu Ala Ala Gly He He Ala Leu Thr Leu Glu Ala 
370 375 380 

Asn Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Gin His Leu Val Val Gin Thr 
385 390 395 400 
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Ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val 
405 410 415 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 
420 425 430 

Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Arg 
435 440 445 

Lys Cys He He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 
450 455 460 

Leu Glu val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glu Pro Asn His 
,5 465 470 475 480 

He Thr Arg Leu Glu His Ala Gin Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 
485 490 495 



10 



20 



2S 



Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg 
500 505 510 

Ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
5X5 520 525 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 
530 535 540 

Gly Glu Trp Val Leu Glu He Glu Asn Thr Ser Glu Ala Asn Asn Tyr 
30 545 550 555 560 

Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro Glu 
565 570 575 



35 



40 



Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser Ala Ala Gly Gly Ala Ala His 
580 585 590 



His His His His His 
595 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

45 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 50 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOIiOGXE: linear 

so 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQXJENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 22: 
TGAGGGAGGT GGGGGAGGTC ATCACCACCA TCACCATCAT CATCACCATT 



50 
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(2) AMGABEK ZU SEQ ID KO: 23; 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 51 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STEeANGFOKM: Binzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOUSKOLS: Genom-DNA 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SBQ ID NO: 23: 
AATTAATGGT GATGATGATG GTGATGGTGG TGATGACCTC CCCCACCTCC C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ZD NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) XiANGE: 66 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrazi? 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKfTLS: Genom-DHA 

(xi) SEQUENZBESGKREIBONG: SEQ XD NO: 24: 
GGACCCCTCT GGCXSAGTGGG TCCTCGAGAT TGAATUICACC AGCGAAGCCA AC3ACTATGG 
GACGCT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i> SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 69 BsLsenpaare 

(B) ART: Nucleotid . 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOIiEKUIfS: Genotn-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
TCAAGCGTCC CATAGTTGTT GGCTTCGCTG GTGTTTTCAA TCTCGAGGAC CCACTCGCCA 
GAGGGGTCC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 6 9 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelscrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



.0775750A2_U> 
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(ii) ART DBS MOIiEKfiliS: Genoitt-DNA 
(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SBQ ID NO: 26: 
' TCAAG<X3TCC CATAGTTGTT GGCTTC!GCTG GTGTTTTCAA TCTCC3AGGAC CCACTCGCCA 

GAGGGGTCC 

10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
75 (A) lANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANQFORM; Einzelstrang 

(D) TOPOIjOGIE: linear 



20 



2S 



60 
69 



(ii) ART DBS MOLEKOIiS ; Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBtJNG: SEQ ID NO: 27: 



ATTACAATTG CTGCAGGGAT CCAC 



Patentanspruche 

30 1, Fusionsprotein. dadurch gekennzeichnet, daB es ein gegebenenfalls C-terminal deletiertes Furinderivat Oder ein 
Derivat eines Furinanalogen fusloniert mit einer heterologen Sequenz umlaBt. 

2. Fusionsprotein nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die C-terminale Deletion die cytoplasmatische 
und transmembrane Region, und gegebenenfalls die Cys-relche Region umlaBt. 

35 

3. Fusionsprotein nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die heterologe Sequenz ein Protein, ein Polypeptid 
Oder ein Afflnltatspeptid ist. 

4. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB das Protein oder Polypeptid 
40 abgeleitet ist von p-Galaktosidase. Glutathion-S-transf erase, c-myc-Produkt, Avidin oder Lysin-bindende Krlngel- 

domane von Plasmaproteinen, wie Plasminogen. 

5. Fusionsprotein nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, daB das Affinitatspeptid ein Tag-Peptid ist, vorzugs- 
weise ein His-Tag. 

45 

6. Fusionsprotein nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daB das Afflnltatspeptid aus mehreren, vorzugswelse 
3 bis 20, besonders bevorzugt 6 bis 15 aufelnanderfolgenden HIstidln-Resten besteht. 

7. Fusionsprotein nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, daB es FurlnATM-Hls oder FurinACys-Hls, vorzugs- 
so weise ein FurinATM-His gemaB Seq.lD 9 oder ein FurlnACys-Hls gemaB Seq.lD No. 18 ist. 

8. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen der Furln-Sequenz 
und der heterologen Sequenz ein Spacer inseriert ist. 

55 9. Fusionsprotein nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. daS es FurinATM-Spacer-His oder FurinACys-Spacer- 
His ist. 

10. Fusionsprotein nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. daB es ein FurinATM-Spacer-His gemaB Seq.lD No. 
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12 Oder FurinACys-Spacer-His gemaB Seq. ID. No. 21 ist. 

11. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB es Affinltat zu einem festen 
Trager besitzt. 

5 

12. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, daG es an einen festen Trager im- 
mobillsiert ist. 

13. Fusionsprotein nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet, daB der Trager einen Antikorper oder ein (Schwer-) 
10 Metallion umfaBt. 

14. DNA-Sequenz kodlerend fur ein Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 10. 

15. DNA-Sequenz nach Anspruch 14. dadurch gekennzeichnet, daB es eine Sequenz gemaB Seq. ID. No. 8, Seq.lD. 
IS No. 11, Seq.lD. No. 17. Seq.lD. No. 20 ist. 

16. Expressionsvektor enthattend eine DNA-Sequenz nach Anspruch 14 oder 15. 

17. Transform ierte Zellen enthaltend eineh Expressionsvektor nach Anspruch 16. 

20 

18. Fusionsprotein-Komplex enthaltend ein Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 13 adsorbiert an einen 
festen Trager. 

19. Verfahren zur Herstellung von Protelnen aus Pro-Proteinen, dadurch gekennzeichnet, daB ein Pro-Protein durch 
ein Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 1 3 proteolytisch gespalten wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet, daB ein Pro-Protein durch rekombinante Coexpresslon 
mit einem Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 13 In vivo gespalten wIrd. 

30 21 . Verfahren nach Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Pro-Protein durch ein Fusionsprotein nach einem 
der Anspruche 1 bis 1 3 in vitro gespalten wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB beide Reaktionspartner In Losung vorllegen. 

35 23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB ein Pro-Protein durch Kokultivierung von rekombl- 
nanten Zellinien, die ein Pro-Protein oder ein Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 13 exprimieren, 
gespalten wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung ein Zellkulturuberstand von re- 
40 komblnanten Zellllnlen Ist. 

25. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung gereinigte Proteine enthalt. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 25, dadurch gekennzeichnet. daB einer der Reaktionspartner immo- 
45 bilisiert Ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB das Pro-Protein imnrobillsien Ist und das Fusk^nspro- 
tein In Losung vorliegt. 

50 28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB das Pro-Protein an einen Antikorper immobillsiert Ist. 

29. Vedahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB das Fusionsprotein Immobllislert ist und das Pro- 
Protein in Losung vorliegt. 

ss 30. Verfahren nach Anspruch 29. dadurch gekennzeichnet, daB das Fusionsprotein an einem Affinitatstrager immo- 
billsiert Ist 

31 . Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB der Affintatstrager ein Schwermetall oder ein Antikor- 



50 



JSEXX51D: <EP 077S750A2J^> 



10 



EP 0 775 750 A2 

per ist. 

32. Verfahren nach einem der Anspruche 1 9 bis 31 , dadurch geennzeichnet, da8 das Pro-Protein eine inaktlve Vorstufe 
eines Plasmaproteins. vorzugsweise Faktor IX. von Willebrand-Faktor, Faktor VII, Faktor X, Faktor XI. Faktor V, 
Protein C, Protein S, Albumin cder eines viralen Proteins, vorzugsweise HIV gp160 und Influenzavirus HA, ist. 

33. Verfahren zum Herslellen eines Fusionsprotein-Komplexes nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. da3 ein 
Fusionsprotein gemaB einem der Anspruche 1 bis 1 3 mit einem festen Trager. welcher das Fusionsprotein binden 
kann, in Kontakt gebracht wird. 

34. Verfahren nach Anspruch 33. dadurch gekennzeichnet, daO eine Losung enthaltend ein Fusionsprotein mit einem 
Trager in Kontakt gebracht wird. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung ein Kulturuberstand von rekombinanten 
'5 Zellinien ist. 

36. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung gereinigtes Fusionsprotein enthalt. 

37. Verfahren nach Anspruch 33 bis 36, dadurch gekennzeichnet, daB der Teste Trager ausgewahit ist aus einem 
20 immobilisierten (Schwer-)Metaliion. einem immobiiisierlen Antikorper oder einem immobilisierten Peptid Oder Po- 

lypeptid. 

38. Verwendung eines Fuslonsproteins nach einem der Anspruche 1 bis 1 3fur ein Verfahren nach einem der Anspru- 
che 1 9 bis 32. 

2S 

39. Verwendung eines Fusionsprotein-Komplexes nach Anspruch 18 fur ein Verfahren nach einem der Anspruche 19 
bis 32. 

40. Verwendung eines Fuslonsproteins nach einem der Anspruche 1 bis 13 zur Herstellung eines Proteins aus Pro- 
30 Protein, insbesondere von Faktor IX aus pro-Faktor IX. von Willebrand-Faktor aus pro-von Willebrand-Faktor, 

Faktor X aus pro-Faktor X. Faktor XI aus pro-Faktor XI. Faktor VII aus pro-Faktor VII. Faktor V aus pro-Faktor V, 
Protein C aus pro-Protein C und Albumin aus pro-Albumin. 

41. Verwendung eines Fusionsprotein-Komplexes nach Anspruch 18 zur Herstellung eines Proteins aus Pro-Protein, 
3S insbesondere von Faktor IX aus pro-Faktor IX, von Willebrand-Faktor aus pro-von Willebrand-Faktor, Faktor X 

aus pro-Faktor X, Faktor XI aus pro-Faktor XI, Faktor VII aus pro-Faktor VII. Faktor V aus pro-Faktor V, Protein C 
aus pro-Protein C und Albumin aus pro-Albumin. 

42. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 1 9 bis 32 zur Herstellung eines Protein aus Pro-Protein, 
40 insbesondere von Faktor IX aus pro-Faktor IX, von Willebrand-Faktor aus pro-von Willebrand-Faktor, Faktor X 

aus pro-Faktor X, Faktor XI aus pro-Faktor XI, Faktor VII aus pro-Faktor VII, Faktor V aus pro-Faktor V, Protein C 
aus pro-Protein C und Albumin aus pro-Albumin, 

43. Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend ein gemaB einem Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 
45 32 hergestelltes Protein, insbesondere Faktor IX. Faktor X, Faktor XI, von Willebrand-Faktor, Faktor V. Faktor VII, 

Protein C, Albumin und einen oder mehrere physblogisch akzeptable Trager. 
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WUa-tevpo IMM gPurin 

794 Aminoacids (primary translation product) ; 107 Aminoacids Prepro- Leader 
sequence, 6B7 Aminoacids mature furln; 

catalytic domain AA 108 to 430; middle domain AA 431 to 569; cys-rich region 

AA 570 to 660? Tranemenibarane region AA 695 to 720; cytosolic region 

AA 721 to 794. These boundaries r^oaresent approximated values rather than 

distinct boundaries! ^ 

Mature wt Furin is 687 amino acids in length. 



(-107) 
1 

Frame J. Met Glu lieu Arg Pro Trp Leu Ijeu Trp Val Val Ala Ala lOir Gly Thr Leu Val Leu 
ATC QAG CPS K3G CCC TC3G TTO CIA TOG 00X3 GTA GCA GGA ACA GGA ACC ITS GTC CTG 
9 18 27 36 45 54 



Leu Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Lye Val Phe Thr Aen Thr Trp Ala Val Arg lie Pro Gly 
CTA GCA GCr GAT GCT GAG GGC CflG AW5 GTC TTC ACC AAC AOS TGG GOT GTG OGC ATC CCT GGA 
66 75 84 93 102 111 120 



Gly Pro Ala Vai Ala Asn Ser Val Ala Axg Lys His Gly Phe Leu Asn Leu Gly Gin He Phe 
GGC CCA GOG GTG GCC AAC AGT GTG GCA CGG AAG CAT GGG TTC CTC AAC CTG GGC CAG ATC TTC 
129 138 147 156 • 165 174 183 



Gly A^ Tyr Tyr Hie Phe Trp His Arg Gly Val Thr Lys Arg Ser Leu Ser Pro His Arg Pro 
GGG GAC TMP TAG CAC TTC TGG CAT GGA GGA GTG AOS AAG COG TCC CTG TOG CCT CAC CGC COG 
192 201 210 219 . 228 237 246 



Arg His Ser Arg Leu Gin Arg Glu Pro Gin Val Gin Trp Leu Glu Gin Gin Val Ala lyo ftcg 
CGG CAC AGC CGG CTG CAG AGG GAG CCT CAA GTA CAG T5G CTG GAA CAG CAG GT5 *GCA AAG CGA 
255 264 27 3 282 29 1 300 309 

(-1) ( + 1) 
107 108 

Arg Thr Lye Arg Asp Val Tyr Gin Glu Pro Thr Asp Pro Lye Phe Pro Gin Gin Trp Tyr Leu 
CGG ACT AAA CGG GAC CTG TAC CAG GAG CCC ACA GAC CCC PJG TIT CCT CAG CAG TGG TAC CTG 
318 327 336 345 354 363 372 

Ser Gly Val Thr Gin Arg Asp Leu Asn Val Lys Ala Ala Trp Ala Gin Gly Ty^^ Thr Gly Hie 
TCT GGT GTC ACT CAG OGG GAC CPS AAT GTS AAG GOG GCC TGG GOG CAG GGC TAC ACA GGG CAC 
381 390 399 408 417 426 435 

Gly He Val Val Ser He Leu Asp Asp Gly He Glu Lys Asn His Pro Aep Leu Ala Gly Asn 
GGC KPT GTG GTC TCC AOT CTG GAC GAT GGC ATC GAG AAG AAC CAC COG GAC TTG GCA GGC AAT 
444 453 462 471 480 489 498 

Tyr Asp Fro Gly Ala Ser Phe Asp Val Aen Asp Gin Asp Fro Asp Pro Gin Pro Arg Tyr Tlur 
TAT GAT CCT GGG GCC AGT TPT GAT GTC AAT GAC CAG GAC CCT GAC CCC CAG CCT OGG TAC ACA 
507 516 525 534 543 552 561 



Gin Met Aan Aep Asn Arg His Gly Thr Arg Cys Ala Gly Glu Val Ala Ala Val Ala Asn Asn 
CAG WTG A/a* GAC AAC ^«3G CAC GGC ACA CGG TGT GOG GGG GAA GTG GCT GCG GTG GCC AAC AAC 
570 579 588 597 606 615 624 

■iiy Val Cyo Gly Val Gly Val Ala Tyr Asn Ala Arg He Gly Gly Val Arg Met Leu Asp Gly 
GGT GTC TGT GGT GTA GGT GTG GCC TAC AAC GCC OGC ATT GGA GGG GTG OGC ATG CTG GAT GGC . 

633 642 651 660 669 678 687 

FIG. 4-A 
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Glu Val Thr Asp Ala Val Glu Ala Arg S&r Leu Gly Leu Aan Pro Aen His He Hie He Ty^ 
GAG GIG ACA GAT GCA GTG GAG GCA OGC TCG CTS GGC CPG AAC CCC AAC CAC ATC CAC ATC TAC 
696 705 714 723 732 741 750 



Ser Ala Ser Trp Gly Pro Glu Asp Asp Gly Lye Thr Val Asp Gly Pro Ala Arg Leu Ala Glu 
AGT GCX: AGC TGG GGC CCC GAG GAT GAC GGC AAG ACA GT6 GAT GGG CCA GCC OGC CTC GCC GAG 
759 768 777 786 7 95 804 813 



Glu Ala Phe Phe Arg Gly Val Ser Gin Gly Arg Gly Gly Leu Gly Ser He Phe Val Trp Ala 
GAG GCC TTC TTC OST GGG GTT AGC CAG GGC CGA GGG GGG OTG GGC TCC ATC TTT GTC TGG GCC 
822 831 840 849 858 867 876 



Ser Gly Asn Gly Gly Arg Glu Hie Asp Ser Cye eye Asp Gly Tyr Thr Asn Ser He lyr 
TO3 GGG AAC GGG GGC OC3G GAA CAT GAC AGC TGC AAC TCC GAC GGC TAC AOC AAC AGT ATC TAC 
885 894 903 912 92J. 930 939 



Thr Leu Ser He Ser Ser Ala Thr Gin Phe Gly Aen VaX Pro Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser 
AOS CTG TCC ATC AGC AGC GCC ACS CAG fFPT GGC AAC GTO COS TOG TAC AGC GAG GCC TGC TOG 
948 957 966 975 984 993 1002 



Ser Thr Leu Ala Thr Thr Tyr Ser Ser Gly Aan Gin Aan Glu Lye Gin He Val ^ir Thr Asp 
TCC ACA Cro GCC ACS ACC TAC AGC AGPT GGC AAC CAG AAT GAG AAG CAG ATC GTS AGG ACT GAC 
lOH 1020 1029 1038 1047 1056 1065 



Leu Arg Gin Lya cya Thr Glu Ser Hie Thr Gly Thr Ser Ala Ser Ala Pro Leu Ala Ala Gly 
TIG 03G CAG AAG TGC ACG GAG TCT CAC AOS GGC ACC TCA GCC TCP GCC CCC OTA GCA GCC GGC 
1074 1083 1092 1101 1110 H19 1128 



He He Ala Leu Thr Leu Glu Ala Asn Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Gin His Leu Val 
ATC ATT GCT CTC ACC CTG GAG GCC AAT A«5 AAC CTC ACA TOG CX3G GAC fSVG CAA CAC CTG GTO 
1137 1146 1155 1164 1173 1182 1191 



Val Gin Thr Ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val Gly Arg 
GTA CAG ACC TCG AAG CCA GCC CAC CTC AAT GCC AAC GAC TOG GCC ACC AAT GGT GTG GGC OSG 
1200 1209 1218 1227 1236 1245 1254 



(♦323) 
430 

Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly Ala Met Val Ala Leu Ala Gin 
AAA GTTG AGC CAC TCA TAT GGC TAC GGG CTT TTG GAC GCA GGC GCC ATG GTG GCC CTG GCC CAG 
1263 1272 1281 1290 1299 1308 1317 



A^n Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Arg Lye Cys He He Asp lie L^u Thr Glu Pro Lys Asp 
AAT TGG ACC ACA GTG GGC CCC CAG CGG AAG TGC ATC ATC GAC ATC CTC ACC GAG CCC AAA GAC 
1326 1335 1344 1353 1362 1371 1390 



He Gly Lys Arg Leu Glu Val Arg Lyo Thr Val Thr Ala Cye Leu Gly Glu Pro Asn Hie He 
ATC GGG AAA CGG CTC GAG GTG CGG AAG ACC GTG ACC GOG TGC CTG GGC GPG CCC AAC CAC ATC 
1389 1398 1407 1416 1425 1434 1443 



Thr Arg Leu Glu Hia Ala Gin Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Aan Arg Arg Gly Aap Leu Ala 
ACT OSG CIG GAG GAC GCT CAG GOG GGG CTC ACC CTG TCC TAT AAT OGC CGT GGC GAC CTG GCC 
L452 1461 1470 1479 1488 1497 1506 

FIG. 4-B 
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He Hie Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg Ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro Hie Asp Tyr 
ATC CAC CTS CTC AGC CCC ATG GGC AOC CX3C TCC ACC CTG CTG GCA GCC A(3G CCA CAT GAC TAC 
1515 1524 1533 1542 1551 1560 1569 

Ser Ala Asp Gly Phe Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr "Hir Hie Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 
TCC GCA GAT GOG TPT AAT GAC TOG GCC TTC ATG ACA ACT CAT TCC TGG GAT GAG GAT CCC TCT 
157B 1587 1596 1605 1614 1623 1632 



Gly Glu Trp Val Leu Glu He Glu Aen Thr Ser Glu Ala Aan Asn Tyr Gly Thr lieu Thr lye 
GGC GAG TOG GTC CTA GAG ATT GAA AftC AOC AGC. GAA GCC AAC AAC TAT GGG ACX3 CTC ACC AA6 
1641 1650 1659 1668 1677 1686 1695 



(♦462) (+463) {-^473) (+478) 

569 570 S80 58S 

Phe Thr lisu Val Leu 'Vyx Gly Thr Ala Pro Glu Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser Gly 
TTC ACC CTC GTA CTC TAT GGC ACC GCC CCT GAG GGG CTG CCC GTA CCT CCA GAA AGC AGT GGC 
1704 1713 1722 1731 1740 1749 1758 



cys lys Thr Leu Thr Ser Ser Gin Ala Cye Val Val eye Glu Glu Gly Phe Ser Leu His Gin 
TOC AAG AGC CTC AOS TCC AGT CPG GCC TOT GTG GTG TGC GPG GAA GGC TTC TCC CTG CAC CAG 
1767 1776 1785 1794 1803 1812 1821 

Lye Ser Cya Val Gin Hie cys Pro Pro Gly Phe Ala Pro Gin' Val Leu Asp Thr His Tyr Ser 
AAG AGC TOT GTC CAG CAC TGC CCT OCA GGC TOC GCC CCC CAA GTC CTC GAT AOS CAC TAT AGC 
i830 1839 1648 1857 1866 1875 1884 



Thr Glu Asn Asp Val Glu Thr He Arg Ala Ser Val cye Ala. Pro cys Hie Ala Ser Cye Ala 
ACC GAG AAT GAC GTG GAG ACC ATC GGG GCC AGC GTC TGC GCC CCC TGC GAC GCC TCA TGT GCC 
1893 1902 1911 1920 1929 1938 1947 



(+553) 
660 

Thr eye Gin Gly Pro Ala Leu Thr Asp cye Leu Ser cye Pro Ser His Ala Ser Leu Aep Pro 
ACA TOC CAG GGG COG GCC CTG ACA GAC TGC CTC AGC TSC CCC AGC CAC GCC TCC TTG GAC CCT 
1956 1965 1974 19.83 1992 2001 2010 



Val Glu Gin Thr Cya Ser Arg Gin Ser Gin Ser Ser Arg Glu Ser Pro Pro Gin Gin Gin Pro 
CTG GAG Ca3 ACT TOC TCC CC3G CAA AGC CAG AGC AGC CSA GAG TCC CCG CCA CAG CAG CAG CCA 
2019 2028 2037 2046 2055 2064 2073 



<4-5e8) <+600) (+602) 

€95 707 709 

Pro Arg Leu Pro Pro Glu Val Glu Ala Gly Gin Arg Leu Arg Ala Gly Leu Leu Pro Ser His 
CCT CGG CTC CCC CCG GAG GTG GAG GCG GGG CAA CGG CTG CGG GCA GGG CTG CTG CCC TCA CAC 
2082 2091 2100 2109 2118 2127 2136 



(+613) 
720 

Leu Pro Glu Val Val Ala Gly Leu Ser Cys Ala Phe He Val Leu Val Phe Vai Thr Val Phe 
CTC CCT GAG GTO GTO GCC GGC CTC AGC TGC GCC TTC ATC GTG CTG GTC TTC GTC ACT CTC TTC 
2145 . 2154 2163 2172 2181 2190 2199 



Leu Val Leu Gin Leu Arg Ser Gly Phe Ser Phe Arg Gly Val Lye Val Tyr Thr Met Aep Arg 
CTO GTC CTC CAG CTC CGC TCT GGC TTV AGT TTT CGG GGG GTC AAG GTC TAC ACC ATC GAC OST 

FIG. 4-C 
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2208 22X7 2226 2235 2244 2253 2262 



Gly Leu lie Ser Tyr Lye Gly Leu Pro E>ro Glu Ala Trp Gin Glu Glu Cye Pro Ser Asp Ser 
GGC CTC Arc TCC TAG AAG GGG CTG CCC CCT GAA GCC TOG CM GAS GAG TOC CCG TCT GAC TGA 
2271 2260 2289 2298 2307 2316 2325 



(♦687) 
794 

Glu Glu Asp Glu Gly Arg Gly Glu Arg Thr Ala Phe Xle Lys Aap Gin Ser Ala. Leu TBR 
GAA GAG GAC GAG GGC OSG GGC GAG AGG ACC GCC TTT ATC AAA GAC CAG PGC GCC CTC TGA 
2334 2343 2352 2361 2370 2379 



FIG. 4-D 
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